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1 Zusammenfassung 
Hintergrund und Ziele 
MicroRNAs sind nicht-kodierende Einzelstrang-RNAs mit einer Länge von etwa 22 
Nukleotiden, die über unterschiedliche Interaktionen mit mRNA zu einer 
Translationshemmung führen und hierüber nicht nur eine bedeutende Rolle bei der 
Regulation der Genexpression sondern vermutlich auch bei der Entstehung und 
Progression von Tumorerkrankungen haben. Aufgrund ihrer Stabilität in Blut, sowie 
des individuellen Expressionsmusters in unterschiedlichen Gewebe- und Tumorarten 
gelten miRNAs als vielversprechende onkologische Biomarker. Vor diesem 
Hintergrund wurden in dieser Arbeit die miRNA-Expressionsprofile im venösen 
Vollblut von Patientinnen mit der Erstdiagnose einer Brustkrebserkrankung im 
Frühstadium mit denen von gesunden Probandinnen verglichen (Schrauder et al., 
2012). 
Methode (Patienten, Material, Untersuchungsmethoden) 
Mit Hilfe von Microarray-Analysen wurden miRNA-Profile aus Vollblut von 48 
Brustkrebspatientinnen im Frühstadium mit denen von 57 gesunden 
Kontrollprobandinnen verglichen. In einer separaten Validierungsstudie mittels RT-
qPCR erfolgte anschließend der Vergleich der miRNA-Expression von 24 Brustkrebs-
Patientinnen, die im Rahmen des Mammographie-Screenings diagnostiziert worden 
waren mit 24 gesunden Kontrollprobandinnen. Zur Validierung  wurden zwei miRNAs 
(miR-202, miR-718) ausgewählt, welche in der vorherigen Identifikationsstudie 
dereguliert waren (Schrauder et al., 2012). 
Ergebnisse und Beobachtungen 
Durch die Microarray-Analysen wurden 59 deregulierte miRNAs im Vollblut der 
Brustkrebs-Patientinnen identifiziert. Es konnten 13 signifikant hoch regulierte und 46 
signifikant nach unten regulierte miRNAs auf der verwendeten Microarray-Plattform 
von insgesamt 1100 miRNAs identifiziert werden (Schrauder et al., 2012). 
Unter Verwendung einer Auswahl von 240 miRNAs konnte eine statistische 
Genauigkeit von 85,6%, eine Spezifität von 78,8% und die Sensitivität von 92,5% bei 
der Differenzierung von Mammakarzinompatientinnen und Kontrollprobandinnen 
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erzielt werden. Die Ergebnisse der unabhängigen, mittels RT-qPCR untersuchten 
Validierungskohorte stimmen mit denen der Microarray-Analysen im Hinblick auf die 
Expressionsveränderungen überein. Eine statistisch signifikante Unterscheidung 
zwischen den zwei Gruppen in der kleinen Validierungskohorte war unter 
Verwendung des RT-qPCR-Expressionslevel einzelner miRNAs nur für miR-202 
möglich (Schrauder et al., 2012). 
(Praktische) Schlußfolgerung 
Die Erstellung von miRNA-Expressionsprofilen könnte ergänzend zu den gängigen 
Untersuchungsmethoden zu einer weiteren Verbesserung der Detektion von 
Brustkrebs in einem frühen Stadium führen. Bis zu einer möglichen klinischen 
Etablierung sind allerdings weitere wissenschaftliche und klinische Untersuchungen 
nötig. Die Verwendung von gefrorenem EDTA-Blut bietet aufgrund der einfachen 
Probenverarbeitung und Handhabung ein ideales Ausgangsmaterial für eine miRNA-
Detektionsmethode, die in größeren multizentrischen Studien verwendet werden 
könnte (Schrauder et al., 2012). 
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2 Abstract 
Background and purpose 
MicroRNAs are a class of small, non-coding RNA molecules, that suppress 
translation of genes interacting with mRNA and thereby play a key  role in various 
physiological and pathological events among them cancer development. Because of 
their exceptionally stability in blood and their typical expression in different tissue and 
type of cancer miRNAs propose great potential as biomarkers for cancer detection. 
The central question is whether microarray-based miRNA profiling on whole blood 
could discriminate between early stage breast cancer patients and healthy controls 
(Schrauder et al., 2012). 
Methods 
Using Microarray-based miRNA profiling on whole blood 48 early stage breast cancer 
patients at diagnosis were compared with 57 healthy individuals as controls. This was 
followed by a real-time semi-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 
validation in a separate cohort of 24 early stage breast cancer patients from a breast 
cancer screening unit and 24 age matched controls using two differentially expressed 
miRNAs (miR-202, miR-718) (Schrauder et al., 2012).  
Results 
Using the significance level of p<0.05, the analysis showed that 59 miRNAs were 
differentially expressed in whole blood of early stage breast cancer patients 
compared to healthy controls. 13 significantly up-regulated miRNAs and 46 
significantly down-regulated miRNAs in our microarray panel of 1100miRNAs and 
miRNA star sequences could be detected. A set of 240 miRNAs that was evaluated 
by radial basis function kernel support vector machines and 10-fold cross validation 
yielded a specificity of 78.8%, and a sensitivity of 92.5%, as well as an accuracy of 
85.6%. Two miRNAs were validated by RT-qPCR in an independent cohort. The 
relative fold changes of the RT-qPCR validation were in line with the microarray data 
for both miRNAs, and statistically significant differences in miRNA-expression were 
found for miR-202 (Schrauder et al., 2012). 
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Conclusion 
MiRNA profiling in whole blood has potential to improve  the diagnosis of early stage 
breast cancer. Using frozen whole blood could allow standardized, multicentric, 
prospective blood collection in large-scale miRNA studies. Actually  there are still 
challenges that need to be addressed to establish these new biomarkers in clinical 
use. Nevertheless this study may be the basis for further clinical and basic research 
in the field of blood based miRNA-profiling in breast cancer (Schrauder et al., 2012). 
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3 Einleitung 
Im Jahre 2013 rückte das Thema Brustkrebs durch die amerikanische Schauspielerin 
Angelina Jolie weiter in den Mittelpunkt des öffentlichen Interesses. Die 
Schauspielerin hatte sich das Brustdrüsengewebe beider Seiten vorsorglich 
entfernen lassen. Der Grund für die prophylaktische Operation  war eine Mutation 
des BRCA1-Gens, die bei ihr nachgewiesen worden war. BCRA1-
Mutationsträgerinnen haben ein deutlich erhöhtes Risiko an Brustkrebs und 
Eierstockkrebs zu erkranken. Durch eine prophylaktisch operative Entfernung der 
Brustdrüsen lässt sich das Erkrankungsrisiko an Brustkrebs erheblich reduzieren. 
Insgesamt machen die BRCA-Mutationsträgerinnen jedoch nur einen geringen Anteil 
der an Brustkrebs erkrankten Frauen aus. Für die Mehrzahl der an Brustkrebs 
erkrankten Frauen kam weder eine genetische Testung noch ein prophylaktische 
Operation in Frage. Damit wird die Prognose maßgeblich durch eine frühzeitige 
Diagnose in einem niedrigen Tumorstadium bestimmt. Aktuell stehen zur möglichst 
frühzeitigen Diagnostik einer Brustkrebserkrankung lediglich die Tastuntersuchung 
sowie bildgebende Verfahren wie die Mammographie, Mamma-Sonographie und 
Kernspinnuntersuchung zur Verfügung. Weitere potentielle molekulare 
Detektionsverfahren werden aktuell wissenschaftlich untersucht. Die vorliegende 
Arbeit beschäftigt sich mit den Möglichkeiten der Detektion einer 
Brustkrebserkrankung durch die Analyse von miRNA-Expressionsprofilen im Blut von 
Patientinnen mit früher Brustkrebserkrankung im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv 
gesunder Frauen. 
 
3.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
Eine von acht Frauen in Deutschland wird in ihrem Leben mit der Diagnose eines 
Mammakarzinoms konfrontiert. Die Gesamtzahl der jährlichen Neuerkrankungsrate 
beträgt in etwa 72.000. Mit einem Anteil von 32% ist das Mammakarzinom damit die 
häufigste Krebsneuerkrankung der Frau. Während die Inzidenz des 
Mammakarzinoms seit 1980 bis etwa in das Jahr 2000 stetig angestiegen ist, sinkt 
die Zahl der Sterbefälle seit 1990 leicht. Der prozentuale Anteil an allen 
Krebstodesfällen liegt bei 17,3 %. Damit ist das Mammakarzinom auch die häufigste 
Krebsart an der Frauen versterben. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in 
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Deutschland bei 65 Jahren (Robert Koch-Institut and und die Gesellschaft der 
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, 2012). 
Vergleicht man die Inzidenz in Deutschland mit der in anderen Ländern der 
Europäischen Union liegt Deutschland im Mittelfeld. Eine hohe Inzidenz ist häufig auf 
eine erhöhte diagnostische Intensität zurückzuführen, die bei der Durchführung von 
Screening-Programmen auftreten kann (Malek and Rabe, 2008-2009). 
In Deutschland hat die Einführung des Mammographie-Screenings 2005 begonnen. 
2009 waren schließlich insgesamt 94 Einheiten aufgebaut worden. Die bundesweite 
Teilnahmerate betrug 2009 54,5%. Damit lag diese noch deutlich unter dem in den 
EU-Richtlinien empfohlenem Wert von >70 (Malek and Rabe, 2008-2009). 
 
3.2 Risikofaktoren des Mammakarzinoms 
Das Wissen um Risikofaktoren einer Brustkrebserkrankung ermöglicht eine 
gezieltere Prävention und Detektion von Brustkrebs. Die Unterteilung der 
Risikofaktoren in genetisch und nicht-genetisch hat sich bisher am meisten bewährt, 
wobei man bei einigen Risikofaktoren keine eindeutige Trennung machen kann. 
Mammographische Dichte zum Beispiel, scheint einerseits genetisch vererbt und 
andererseits durch Umweltfaktoren beeinflusst zu sein. Erhöhtes Risiko bei Frauen 
mit Verwandten ersten Grades mit einem Mammakarzinom und familiäre Häufung 
unterstreichen die Bedeutung der genetischen Komponente bei der Entstehung eines 
Mammakarzinoms (Fasching et al., 2011). 
 Die Entdeckung der hochpenetranten Gene BRCA1 und BRCA2 in den Jahren 1994 
und 1995 unterstrich deutlich die genetische Komponente der Brustkrebsentstehung 
(Miki et al., 1994, Wooster et al., 1995).  
Dennoch haben nur 3-8% der Frauen mit einem invasiven Mammakarzinom 
Mutationen in den hochpenetranten Genen BRCA1 und BRCA2. Damit haben die 
genannten Mutationen nur einen geringen Einfluss auf die Brustkrebs-
Gesamtmortalität in der Bevölkerung. BCRA1-Mutationsträgerinnen haben ein 
Brustkrebslebenszeitrisiko von 60%, BRCA2-Mutationsträgerinnen von 40%, 
verglichen mit einem Risiko von 10% bei Frauen, die nicht Trägerinnen der 
genannten hochpenetranten Mutationen sind (Antoniou et al., 2003). 
Des Weiteren gibt es weniger penetrante genetische Variationen, die sporadisch 
auftreten und immer mehr an Bedeutung gewinnen. Dazu gehören die sogenannten 
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SNPs, die sich einerseits innerhalb der codierenden Region befinden und hier die 
Aminosäuresequenz beeinflussen und damit auch die Proteinaktivität und 
Interaktionen mit anderen Molekülen verändern können andererseits aber auch 
innerhalb von Introns oder Promotorregionen vorkommen und hier einen Einfluss auf 
die Expression von Proteinen durch die Beeinflussung der Transkription haben 
können. Verglichen mit den BRCA-Mutationen ergibt sich aus den aktuell bekannten 
SNPs und SNP-Profilen ein deutlich niedrigerer Einfluss auf die Entstehung von 
Karzinomen. Dennoch spielen SNPs aufgrund ihres häufigen Auftretens in der 
gesamten Bevölkerung eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese (Fasching et al., 
2011).  
Außerdem wurden bereits SNPs innerhalb des Genoms von BRCA- 
Mutationsträgerinnen identifiziert, die zu einem zusätzlichen Anstieg  des 
Brustkrebsrisikos führen. Gleichzeitig wurden diese SNPs bei Patientinnen mit 
sporadisch auftretendem Brustkrebs nachgewiesen (Antoniou et al., 2008). 
Hormonelle Veränderungen während einer Schwangerschaft und der 
darauffolgenden Stillperiode gelten als wichtiger Brustkrebsrisiko reduzierender 
Faktor. So sinkt das relative Risiko um 4,3% pro Stillperiode über 12 Monate. 
Zusätzlich kommt es zu einer Reduktion um 7% pro ausgetragener Schwangerschaft 
(Beral et al., 2004).  
Dabei scheint die Risikoreduktion bei prämenopausalen Frauen deutlicher 
ausgeprägt zu sein (Bernier et al., 2000).  
Pathophysiologisch wird einerseits eine laktationsbedingte Ovulationshemmung und 
das Sistieren des Menstruationszyklus diskutiert, die zu einer relativen Reduktion der 
Östrogenfreisetzung führen. Östrogen wiederum scheint eine proliferative und 
kanzerogene Wirkung auf das Brustgewebe zu haben (Key and Pike, 1988).  
Andererseits kommt es zu einer intensiven Differenzierung des Brustgewebes 
während der Schwangerschaft und der Laktationsphase, die die Empfindlichkeit des 
Gewebes gegenüber Karzinogenen reduziert (Russo et al., 1982). 
Hormonelle Veränderungen haben auch Einfluss auf die Dichte des 
Brustdrüsengewebes, welche sich in der Mammographischen Dichte des 
Brustdrüsengewebes widerspiegelt. So kommt es zu einer Abnahme der MD nach 
einer ausgetragenen Schwangerschaft. Dies könnte wiederum zur Erklärung des 
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Zusammenhang zwischen Brustkrebsrisikoreduktion und Parität beitragen (Loehberg 
et al., 2010).  
Frauen mit einer hohen MD haben ein erhöhtes Risiko an einem Mammakarzinom zu 
erkranken (Heusinger et al., 2011).  
Obwohl die MD streng mit anderen Risikofaktoren wie Alter, BMI und Parität 
assoziiert zu sein scheint, ist diese auch als unabhängiger Risikofaktor akzeptiert 
(Fasching et al., 2011).  
Die mögliche biologische Erklärung der Dichtesteigerung ist die Erhöhung des 
Kollagengehalts und der Zellzahl. So zeigt sich bei einer höheren MD eine erhöhte 
Proliferationsrate. Aber auch die extrazellulären Komponenten scheinen eine Rolle 
zu spielen (Boyd et al., 2010). 
Ein weiterer wichtiger Risikofaktor für Brustkrebs ist Übergewicht. Vergleicht man die 
Anzahl der Übergewichtigen in Deutschland mit der anderer Europäischen Länder, 
so liegt Deutschland mit 42-56% an der Spitze (Ernährungsforschung, 2003, 
Bundesforschungsinstitut et al., 2008).  
Nicht nur der postmenopausale Brustkrebs, sondern auch andere Karzinomarten wie 
das Kolon-, Endometrium-, Ösophagus- und Nierenzellkarzinom treten bei 
Übergewicht gehäuft auf. Eine Gewichtsreduktion und sportliche Aktivität reduzieren 
das Risiko für das Auftreten eines Mammakarzinoms und haben einen deutlichen 
präventiven Effekt (Vainio et al., 2002). 
Alkoholkonsum bereits in geringer Menge scheint das Brustkrebsrisiko zu erhöhen 
(Boyle and Boffetta, 2009), wobei eine Metaanalyse aus dem Jahr 1994 einen 
strengen dosisabhängigen Effekt nachweisen konnte (Longnecker, 1994). 
Der Einfluss von Umweltfaktoren auf genetische Prädispositionen ist zwar 
offensichtlich, konnte bisher jedoch nicht belegt werden. So scheinen bestimmte 
Umweltfaktoren nicht den gleichen Effekt auf unterschiedliche Individuen zu haben 
(Fasching et al., 2011).  
Eine Analyse von 12 SNPs in der Million Women Studie auf Interaktionen mit 
anerkannten Risikofaktoren wie Alter bei der Menarche, Parität, Alter bei der ersten 
Geburt, Stillen, Menopausal-Status, Alter bei der Menopause, Hormonersatztherapie, 
BMI und Alkoholkonsum, ergab jedoch kein signifikantes Ergebnis (Travis et al., 
2010). 
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3.3 Mammakarzinomdetektion 
In Deutschland haben alle Frauen ab dem 30. Lebensjahr Anspruch auf eine 
jährliche ärztliche, klinische Untersuchung der Brust, die aus Inspektion und 
Palpation der Brust und der regionalen Lymphabflussgebiete und der Anleitung zur 
regelmäßigen Selbst- Brustuntersuchung besteht (Albert et al., 2009).  
Die Evidenz für die Brust-Selbst-Untersuchung ist gering und ein Effekt auf die 
Brustkrebsmortalität konnte bisher nicht belegt werden (Kosters and Gotzsche, 
2003), dennoch wird Brustkrebs noch immer am häufigsten durch die Patientinnen 
selbst ertastet (Guth et al., 2008). 
Die Wirksamkeit der klinischen Untersuchung allein ist bisher in keiner 
randomisierten Studie untersucht worden. Die Evidenz beruht aber auf 
randomisierten Studien die eine Effektivität der klinischen Untersuchung in 
Kombination mit einer Mammographie zeigen. Trotz eher mittelmäßiger Sensitivität 
von 54% scheint die klinische Untersuchung wegen ihrer hohen Spezifität von 94% 
sinnvoll zu sein (Barton et al., 1999).  
Ab dem 50. bis zum 69. Lebensjahr werden alle Frauen in Deutschland, 
entsprechend der Stufe-3-Leitlinie Brustkrebsfrüherkennung in Deutschland, in 
zweijährlichem Abstand im Rahmen eines Screeningprogramms zur Mammographie 
eingeladen und gegebenenfalls im sog. Assessment weiter abgeklärt, falls die initiale 
Screening-Mammographie Auffälligkeiten ergibt (Albert et al., 2009).  
Die Ultraschalluntersuchung der Brust ist die wichtigste ergänzende diagnostische 
Methode zur Mammograhie. Jeder palpatorisch oder mammographisch erhobene 
Herdbefund ist auch sonographisch abzuklären. Außerdem gilt die 
Mammasonographie als wichtige ergänzende diagnostische Methode bei 
mammographisch dichtem Drüsenkörper (Albert et al., 2009). Aktuell ist die 
Mammasonographie allerdings nicht Bestandteil des Brustkrebsscreenings (Irwig et 
al., 2004). 
Des Weiteren besteht die Möglichkeit bei Risikokollektiven mit höherer 
Brustkrebsinzidenz, wie der Gruppe mit nachgewiesener BRCA-Mutation, eine 
Mamma-MRT-Untersuchung durchzuführen (Kuhl et al., 2007).  
Die MRT-Untersuchung erreicht bei speziellen Fragestellungen wie der 
Differenzierung von Narbe und Rezidiv, bei sehr dichtem Brustdrüsengewebe oder 
bei der Frage Multizentrizität den höchsten NPV und damit die bestmögliche 
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Sicherheit beim Tumorausschluss von allen bildgebenden Verfahren der Brust. Die 
hohen Kosten der Untersuchung sowie ein hohe Rate falsch positiver Befunde 
sprechen aktuell gegen einen breiteren Einsatz der MRT-Untersuchung der Brust, 
welche bisher ebenfalls nicht Teil des routinemäßigen Screenings ist (Kuhl, 2007). 
Alle Mammographien, die nach der BI-RADS- Klassifikation als IV oder V eingestuft 
werden, müssen interventionell abgeklärt werde. Perkutane Hochgeschwindigkeits-
Stanzbiopsien zur phytopathologischen Sicherung sind hier das Verfahren der Wahl  
bei ultrasonographisch darstellbaren Befunden. Bei ungünstigen Voraussetzungen 
für eine Stanzbiopsie kommt darüber hinaus die offene Biopsie zur Abklärung in 
Frage. Die mammographisch-stereotaktische Vakuumbiopsie wird vor allem zur 
Abklärung von suspekten Mikroverkalkungen eingesetzt und in Ausnahmefällen 
kommen MRT-gestützte Biopsieverfahren oder ultraschallgezielte 
Vakuumstanzverfahren zum Einsatz (Albert et al., 2009). 
 
3.3.1 Mammographie und Mammographiescreening 
In Anlehnung an die Europäischen Leitlinien wurde in Deutschland ab 2005 das 
bundesweite Mammographie-Screening eingeführt. Ziel des Mammograhie-
Screenings ist es die Brustkrebs-Mortalität zu senken, indem die Diagnose der 
malignen Brusttumoren auf ein möglichst frühes, prognostisch günstigeres Stadium 
vorverlegt wird. Eine Metaanalyse von acht randomisierten Studien zur Effektivität 
des Mammographie- Screenings in den USA, Schweden, Kanada und 
Großbritannien ergab eine statistisch signifikante Reduktion der Mortalität von 
20 bis 35% in der Gruppe von Frauen über 50 Jahren (Fletcher and Elmore, 2003). 
Dabei scheinen die entdeckten Karzinome kleiner zu sein und günstigere biologische 
Eigenschaften wie besseres Grading und häufiger einen positiven 
Hormonrezeptorstatus aufzuweisen als Intervallkarzinome, welche zwischen zwei 
Screeninguntersuchungen entdeckt werden oder komplett außerhalb eines 
Screeningprogramms diagnostizierte Brustkrebsfälle. Dies wirkt sich zwar einerseits 
positiv auf die Prognose aus, andererseits sind die gefundenen günstigeren 
biologischen Eigenschaften der Screening-Karzinome Ansatzpunkt für Kritik. 
Angeführt werden das Risiko von Überdiagnose und Übertherapie kleiner Karzinome 
und DCIS- Herde, sowie die Anzahl unnötiger interventioneller und operativer 
Maßnahmen zur weiteren Abklärung (Porter et al., 1999, Groenendijk et al., 2000). 
- 11 - 
 
Eine Studie aus dem Jahr 1995 zeigte, dass bei 11% aller Frauen, die zum 
Mammographie-Screening eingeladen wurden, eine weitere diagnostische 
Maßnahme erforderlich war. Nur bei 3,5 %der Frauen mit einer auffälliger 
Mammographie wurde jedoch die Diagnose eines Mammakarzinoms gestellt (Brown 
et al., 1995). 
Speziell der Vorteil des Mammograhie-Screenings für Frauen unter dem 50. 
Lebensjahr ist fraglich und die internationalen Empfehlungen in dieser Altersgruppe 
sind nicht eindeutig. So hat die Mammographie zwar theoretisch eine Sensitivität von 
90%, ausgehend von den Daten des „Digital Mammographic Imaging Screening 
Trial“ liegt die Sensitivität in der Praxis jedoch bei Frauen unter 50 Jahren, bei 
prämenopausalen Frauen und bei Frauen jeden Alters mit heterogenem oder sehr 
dichten Brustdrüsengewebe lediglich zwischen 42% und 58%.  
In der Altersgruppe unter 50 Jahren ist die Brustdrüsendichte höher, was die 
Aussagekraft der Mammographie senkt und im Allgemeinen sind die auftretenden 
Karzinome aggressiver und schneller wachsend, welches zu einer deutlich höheren 
Zahl von Intervallkarzinomen im Verlauf des Mammographie-Screenings führt (Porter 
et al., 1999, Carney et al., 2003). 
Es gibt Anhaltspunkte dafür, dass in dieser Altersgruppedie digitale Mammographie, 
verglichen mit der konventionellen Technik, aufgrund eines besseren 
Weichteilkontrasts überlegen ist (Skaane and Skjennald, 2004).  
Des Weiteren zeigte die digitale Mammographie bei Frauen mit heterogenem oder 
sehr dichtem Brustdrüsengewebe, sowie bei prä- und perimenopausalen Frauen eine 
Überlegenheit (Schulz-Wendtland et al., 2008).  
In der „Colorado-Massachusetts Screening Trial“ konnte bei einem Vergleich von 
digitaler und analoger Mammographie jedoch kein Unterschied in der 
Brustkrebsdetektionsrate festgestellt werden (Lewin et al., 2002).  
Die Erfahrung des Untersuchers mit der digitalen Technik neben der suffizienten 
technischen Ausstattung haben dabei den größten Einfluss auf Sensitivität und 
Spezifität der digitalen Mammographie, da je nach digitaler oder analoger 
Aufnahmetechnik unterschiedliche Bewertungskriterien eingesetzt werden müssen 
(Schulz-Wendtland et al., 2008). 
Das Standardverfahren zur Erkennung von DCIS ist ebenfalls die Mammographie, 
welche in diesem Fall eine Sensitivität von etwa 68% und eine Spezifität von 75% 
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aufweist. Die Erkennung möglicher DCIS-Herde erfolgt meist über den Nachweis 
suspekter Mikrokalzifikationen. Bei Frauen mit dichtem Brustdrüsengewebe ist dies 
deutlich schwieriger, was zu einem Abfall der Sensitivität in den Bereichen zwischen 
45% und 55% führt (Berg et al., 2004). 
Ein weiteres Problem der Mammographie ist die ausgeprägte 
Untersucherabhängigkeit. Eine Doppelbefundung im Mammographie-Screening wird 
daher für eine weitere Verbesserung der Sensitivität und Spezifität eingesetzt. 
Ein systematischer Review aus dem Jahr 2001 zeigte eine Erhöhung der Sensitivität 
von 2,9%-13,2% (Median 7,8%) bei dem Einsatz einer Doppelbefundung im 
Vergleich zur Einzelbefundung (Dinnes et al., 2001, Albert et al., 2009).  
Eine weitere Möglichkeit die Sensitivität zu verbessern ist der Einsatz von CAD. In 
einer prospektive Studie im Mammographie-Screening, in der Einzelbefundung mit 
und ohne CAD gegenüber gestellt waren, konnte ein Anstieg der 
Brustkrebsdetektionsrate von 4,92 auf 5,92/1000 bei der Verwendung von CAD, 
gleichzeitig jedoch eine geringe Zunahme der Wiedereinbestellungsratefestgestellt 
werden (Morton et al., 2006).  
Eine andere Studie aus dem Jahr 2006 zeigte, dass 9,6% der Karzinome nur durch 
CAD entdeckt wurden und damit die Brustkrebsdetektionsrate um 13,3% gesteigert 
werden konnte (Dean and Ilvento, 2006). 
Die Sensitivität der Mammographie scheint bei Verwendung von CAD durch einen 
dichten Brustdrüsenkörper nicht beeinflusst zu werden. Bei 906 mammographisch 
detektierten Mammakarzinomen wurden 89% mittels CAD detektiert, im gesamten 
Kollektiv hatten 90% der Patientinnen transparente Drüsenkörper und 88% dichte 
Drüsenkörper (Brem et al., 2005). 
Darüber hinaus stellen sich besonders die kleinen und nicht palpablen 
Mammakarzinome mammographisch oft als unspezifische Veränderung dar. 
So zeigt die Mammographie insgesamt eine Spezifität von 95% (Kriege et al., 2004). 
In einigen Fällen können spezielle Ergänzungsaufnahmen wie Tomosynthese, 
Zieltubuskompressions- und Vergrößerungsaufnahmen zur weiteren Abklärung 
beitragen. 
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3.3.2 Andere bildgebende Verfahren 
Mammasonographie 
Die Mammasonographie ist eine wichtige Komplementäruntersuchung zur 
Mammographie und wird laut der aktuellen Stufe-3-Leitlinie Brustkrebsfrüherkennung 
in Deutschland bei BI-RADS 0, III, IV, V zur weiteren Abklärung empfohlen (Albert et 
al., 2009).  
In Kollektiven mit dichtem Brustdrüsenkörper und hohem Erkrankungsrisiko konnte 
durch Hinzunahme des Ultraschalls auch eine Verbesserung der Detektionsrate 
nachgewiesen werden (Kaplan, 2001, Warner et al., 2001).  
Eine aktuelle Studie aus den USA zeigte jedoch selbst in der Gruppe mit 
ultrasonographischem BI-RADS IV Analog lediglich in 16,2% der Fälle ein 
Malignitätsnachweis (Raza et al., 2008).  
Zwar kann ein mammographisch oder klinisch auffälliger Befund durch die 
Mammasonographie nicht widerlegt werden, dennoch bleibt der Ultraschall Methode 
der Wahl zur sicheren Diagnose von Zysten und bevorzugte Methode zur Steuerung 
perkutaner Punktions- und Biopsiemethoden und präoperativen Lokalisation von 
ultrasonographisch darstellbaren Herdbefunden (Albert et al., 2009). 
 
Dynamische Kontrastmittel- Magnetresonanztomographie (MRT) 
Die dynamische Kontrastmittel- Magnetresonanztomographie (MRT), vor allem in 
Kombination mit der Mammographie hat die höchste Sensitivität verglichen mit 
anderen Ergänzungsverfahren wie der Mammasonographie. Das Kontrastmittel wird 
bei vermehrter Vaskularisation und Gefäßpermeabilität im Tumorgewebe angereicht 
(Albert et al., 2009).  
Einerseits schließt ein fehlendes Kontrastmittel-Enhancement Malignität weitgehend 
aus. Anderseits zeigt eine irreguläre oder gespickte randständige Kontrastmittel- 
Aufnahme einen malignen Befund mit einer Sensitivität von 97% bis 100% an (Nunes 
et al., 1997).  
Dennoch zeigte eine Studie aus den USA, dass nur 35% der im MRT durch lokales 
KM-Enhancement aufgefallenen Befunde letztendlich maligne waren, da eine KM-
Aufnahme auch bei Fibroadenomen und zahlreichen anderen gutartigen 
Brustveränderungen auftreten kann (Lee et al., 1999). 
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Entsprechend der aktuellen S-3-Leitlinie wird in Deutschland ein MRT als 
ergänzende Methode bei Hochrisikopatientinnen empfohlen.  
Eine weitere wichtige Indikation für die MRT-Untersuchung ist das präoperative 
lokale Staging zur genaueren Einschätzung der Tumorausdehnung, v.a. bei Verdacht 
auf Multifokalität oder Multizentrizität (Albert et al., 2009), wobei für die MRT-
Untersuchung die bisher beste Korrelation aller bildgebenden Verfahren zwischen 
gemessener Tumorgröße/-ausdehnung und der tatsächlichen Tumorgröße 
nachgewiesen werden (Van Goethem et al., 2004). 
In einer Studie von Kuhl et al. konnte gezeigt werden, dass die MRT- Untersuchung 
auch in der Detektion von DCIS-Herden eine höhere Sensitivität aufweist als die 
Mammographie, wobei 92% der DCIS-Herde im Mamma-MRT und lediglich 52% in 
der Mammographie nachweisbar waren (Kuhl et al., 2007). 
 
Positronen- missions Tomographie (PET) und Positronen- Emissions Mammographie 
(PEM) 
Bei der PET wird das Kontrastmittel 18F-FDG eingesetzt, welches verstärkt in 
malignem Gewebe aufgenommen wird, da hier im Vergleich zu normalem Gewebe 
ein erhöhter Glucosemetabolismus besteht. Durch die Entwicklung der PEM, in der 
die mammographische Aufnahme und die Positronen-Emissions-Aufnahme 
gleichzeitig verarbeitet werden, ist eine Darstellung von Läsionen mit einer 
räumlichen Auflösung von 1,8mm Durchmesser möglich (Tafra, 2007). 
Eine Studie aus dem Jahr 2005, in der Patientinnen mit mammographisch oder 
sonographisch auffälligem Befund mittels PET untersucht wurden, zeigte eine 
Sensitivität der PET von 86%, wobei drei der 20 malignen Befunde zwar 
mammographisch, jedoch nicht mittels PEM sichtbar waren. Hierbei handelte es sich 
in allen Fällen um thoraxwandnahe Herde, die aufgrund der Lage und der noch nicht 
komplett ausgereiften Technik nicht erkannt wurden (Rosen et al., 2005).  
Die Studie von Berg et al. konnte durch die Kombination der PEM mit 
Mammographie und Mamma-Ultraschall eine Verbesserung der Sensitivität ohne 
Reduktion der Spezifität nachweisen (Berg et al., 2004).  
Außerdem scheint die PEM bei DCIS-Herden vorteilhaft zu sein, da im Gegensatz 
zur Mammographie keine Abhängigkeit der Detektion vom Vorliegen suspekter 
Mikrokalzifikationen besteht (Berman, 2007).  
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Wäre die Darstellung von DCIS-Herden durch eine weitere Verbesserung der PEM 
zuverlässig möglich, könnte die Planung operativen Eingriffe verbessert und so die 
Rate an Re-Exzisionen gesenkt werden. Dennoch ergeben sich diagnostische 
Schwierigkeiten, vor allem durch den unterschiedlich stark ausgeprägten 
Metabolismus in Zellen verschiedener Karzinomtypen (Tafra, 2007). 
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3.4 Blutmarker zur Detektion des Mammakarzinoms 
Im Zeitraum 2005-2007, nach Einführung des Mammographie-Screenings lag der 
Anteil an invasiven Karzinomen ohne Lymphknotenbefall bei 76,7%, verglichen mit 
einem Wert von 56,8% im Zeitraum 2000-2005 (Malek and Rabe, 2008-2009).  
Die Reduktion von invasiven Karzinomen mit Lymphknotenbefall bei Erstdiagnose 
gilt, zusammen mit der Abnahme an größeren Karzinomen als wichtigstes Maß für 
die günstige Wirkung eines Screening-Programms im Hinblick auf eine erwünschte 
Mortalitätsreduktion (Tabar et al., 2001).  
Die Entwicklung von mikrotechnischen, hochsensitiven Verfahren zur Detektion von 
biologischen Schlüsselmolekülen könnte eine zusätzliche Verbesserung der 
Diagnosestellung in sehr frühen Tumorstadien ermöglichen. In aktuellen Studien 
wurden initial Moleküle aus den Gruppen Lipide, Proteine und Peptide getestet. Die 
Analyse von DNA und RNA erbrachte im Weiteren ebenfalls Fortschritte. Neben der 
klassischen Mutationssuche erweiterte sich das Forschungsfeld in den letzten Jahren 
auf die Analyse zellfreier zirkulierender Nukleinsäuren (cell-free circulating DNA und 
RNA, sowie Micro-RNAs) und speziell auf deren Profiling und epigenetische 
Untersuchung auf spezifische Methylierungs- oder Acetylierungsmuster (Melnikov et 
al., 2005).  
 
3.4.1 Proteine 
Tumorantigene und die dazugehörigen Antikörper stellen eine eigene Klasse 
potentieller Biomarkern im Serum dar. Da eine Immunreaktion auf die Tumorzellen in 
einer relativ frühen Phase stattfindet, sind tumorspezifische Antikörper besonders als 
frühe Biomarker im Blut geeignet (Levenson, 2007).  
Bei einer Überexpression von HER-2/neu im Brustgewebe bzw. in 
Mammakarzinomzellen konnte beispielsweise ein erhöhter Gehalt an HER-2/neu- 
spezifischen Antikörper im Serum nachgewiesen werden. Dies fand sich besonders 
in frühen Tumorstadien des Mammakarzinoms und fehlte sowohl im Kontroll-Kollektiv 
als auch bei dem Patientinnen-Kollektiv mit HER-2/neu negativem Mammakarzinom 
(Disis et al., 1997).  
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Allerdingst konnte auch bei anderen Krebsarten, wie zum Beispiel dem 
Ovarialkarzinom ein erhöhter Gehalt an HER-2/neu-spezifischen Antikörpern 
nachgewiesen werden (Disis et al., 2000). 
Eine weitere Studie zeigte, dass ein erhöhter Spiegel an HER-2/neu im Serum bei 
einer HER-2/neu Überexpression im Gewebe ein prognostischer Faktor für das 
Rezidiv-freie Überleben und das Gesamtüberleben darstellt (Molina et al., 2010).  
MUC-1 ist ein Glykoprotein der Mucin-Familie und ist normalerweise Bestandteil der 
apikalen Membran von Brustepithelzellen (Rahn et al., 2001).  
In Tumorzellen konnte ein in der Glykosylierung verändertes MUC-1-Molekül 
identifiziert werden, welches die Produktion von spezifischen Antikörpern induziert. 
Diese Antikörper befinden sich bereits, bevor das eigentliche Antigen im Blut 
detektiert werden kann, in der Blutbahn und könnten so als möglicher früher 
Biomarker dienen (Blixt et al., 2011).  
Dabei scheint die Anwesenheit von MUC-1 in Tumorzellen einen prognostisch 
günstigen Effekt zu haben, vor allem, wenn sich dieses in der apikalen Membran der 
Tumorzellen befindet. Auf der anderen Seite scheint eine Lokalisation des MUC-1-
Moleküls im Zytoplasma oder außerhalb der apikalen Membran eher prognostisch 
ungünstig zu sein (Rahn et al., 2001).  
Die sezernierte Form des MUC-1( CA 15-3) hat eine gewisse Bedeutung als 
Tumormarker für Brustkrebs (Misek and Kim, 2011). Aufgrund der fehlenden 
Zuverlässigkeit dieses Tumormarkers ist der klinische Einsatz allerdings stark 
eingeschränkt und wird nicht in der klinischen Routine eingesetzt. 
Darüber hinaus wurden bereits viele andere Antigene zur Detektion von Brustkrebs 
untersucht, so auch p53, HSP 60 und HSP 90 (Misek and Kim, 2011).  
Ein erhöhter Gehalt von p53-Antikörper im Serum scheint bei Brustkrebs mit einer 
ungünstigen Prognose assoziiert zu sein (Lenner et al., 1999).  
Da p53 auch bei vielen anderen malignen Tumoren und Entzündungsprozessen 
gebildet wird (Soussi, 2000, Raedle et al., 1996), ist dieses Protein jedoch nicht als 
früher diagnostischer Biomarker geeignet.  
HSP 90 scheint ebenfalls mit einer ungünstigen Prognose assoziiert zu sein, hat aber 
ebenfalls keine klinische Bedeutung als diagnostischer Biomarker (Conroy et al., 
1998).  
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Durch die Isolierung von Proteom-Spektren können nicht nur Multiproteinkomplexe, 
die das Ziel von Autoantikörpern darstellen, sondern auch posttranskriptionelle 
Modifikationen in Tumorzellen identifiziert werden. Mittels SELDI 
Massenspektroskopie konnten bereits erste Erfolge bei der Isolierung von Proteom-
Spektren erzielt werden. So konnten in einer Studie von Li et al. drei Biomarker 
identifiziert werden, die in Kombination die Detektion von Brustkrebs mit einer 
Sensitivität von 93% und einer Spezifität von 91% möglich machten (Li et al., 2002).  
Es ist sinnvoll Marker-Panels zu etablieren, aus denen man folgend die diagnostisch 
wertvollsten Kombinationen identifiziert, um eine möglichst hohe Spezifität und 
Sensitivität bei der Detektion von Mammakarzinomen zu ermöglichen (Zangar et al., 
2004). 
 
3.4.2 miRNA 
MicroRNAs (miRNAs) sind aus 18-25 Nukleotiden(nt) bestehende, endogene und 
nicht-kodierende Einzelstrang-RNAs, die erstmals im Jahr 1993 in Caenorhabditis 
elegans beschrieben wurden (Lee et al., 1993).  
Ihre Funktion besteht in der posttranskriptionellen Hemmung der Genexpression über 
das sogenannte Gen-Silencing (Filipowicz et al., 2005).  
In den einzelnen Gewebearten sind miRNAs unterschiedlich exprimiert. Diese 
individuelle Expression scheint auch in unterschiedlichen Tumortypen zu bestehen 
und könnte so einerseits die Identifikation des Ursprungsgewebe von Metastasen 
und anderseits eine spezifische, frühzeitige, blutbasierte Tumordiagnostik 
ermöglichen (Andorfer et al., 2011). 
  
3.4.2.1 Identifikation von miRNA 
Die erste in der Literatur beschriebene miRNA ist das Produkt des Lin4-Genes, das 
im Fadenwurm Caenorhabditis elegans identifiziert werden konnte. Lin4 kodiert für 
zwei kleine RNAs. Das längere, aus 61 Nukleotiden bestehende Segment stellt die 
Pre-Micro-RNA, also das Precursor-Molekül des kürzeren, reifen und aus 22nt 
bestehenden miRNA dar. Diese miRNA besitzt komplementäre Basensequenzen zur 
mRNA Lin14 und führt durch Bindung an die mRNA zu einer Hemmung der 
Translation. Dieser Vorgang spielt eine entscheidende Rolle im Übergang aus dem 
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ersten Larvenstadium in spätere Larvenstadien in der Entwicklung von C. elegans 
(Lee et al., 1993).  
Mit der Identifizierung einer weiteren miRNA konnte gezeigt werden, dass dies kein 
einmaliger Mechanismus der Regulation ist, sondern ein grundsätzliches 
Regulationsprinzip. Let7 ist ebenfalls Bestandteil des „heterochronic gene pathway“ 
im C. elegans, einer Kaskade aus regulatorischen Genen, die den zeitlichen Ablauf 
von Entwicklungsstadien kontrollieren. Let7 ist dabei für den Übergang vom späten 
Larvenstadium in das adulte Stadium verantwortlich (Reinhart et al., 2000).  
Direkt nach der Identifizierung in C. elegans, konnte Let-7 auch im menschlichen 
Genom isoliert werden (Pasquinelli et al., 2000). In einer Studie von Lagos-Quintana 
et al. wurden 34 miRNAs von Mäusen durch gewebsspezifisches Klonen identifiziert. 
Nahezu alle miRNAs waren auch im menschlichen Genom nachweisbar. Dies deutet 
auf einen hohen Erhaltungsgrad der miRNA-Sequenzen im Laufe der Evolution hin. 
Des Weiteren zeigten sich gewebsspezifische miRNA-Expressionsmuster, die auf 
eine wichtige Rolle von miRNAs bei der Zelltypdifferrenzierung schließen lassen 
(Lagos-Quintana et al., 2002). 
Aktuell sind 1917 menschliche miRNAs auf der „Sanger miRBase sequence 
database“ registriert (www.mirbase.org/), einer Datenbank im Internet, in der bereits 
identifizierte und veröffentliche miRNA-Sequenzen aufgerufen werden können. 
 
3.4.2.2 Funktionen von miRNA 
Algorithmischen Berechnungen und Schätzungen zufolge werden über 30% des 
menschlichen Genoms von miRNA reguliert (Lewis et al., 2005).  
Dies geschieht über die sequenz-spezifische posttranskriptionelle Bindung von 
miRNAs an die 3´UTRs der mRNA. Bei inkompletter miRNA zu mRNA 
Komplementarität kommt es zu einer Down-Regulation der Translation. Auf diese 
Weise kann die Protein-Synthese der Zielgene reduziert werden, ohne die Menge der 
mRNA zu beeinflussen. Bei perfekter oder nahezu perfekter Komplementarität der 
Basensequenz kommt es hingegen zu einer Induktion des RNAi pathway, der zu 
einer Spaltung der mRNA durch AGO2 im RISC führt (Heneghan et al., 2010a). 
Dieser Mechanismus ist im menschlichen Organismus bisher allerdings kaum 
untersucht und es liegen fast ausschließlich Daten aus Tier- und Zellkulturmodellen 
vor. 
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Die Hemmung der Translation kann in der Phase der Initiation stattfinden, eine 
Zunahme der Degradation von entstehenden Proteinen während der Translation, 
eine Zunahme der Adenylierung von mRNA und eine Abnahme der Elongationsrate 
sind als Formen der Translationshemmung ebenfalls beschrieben (Singh et al., 
2008). 
Die Gene der miRNA werden von einer RNA-Polymerase II transkribiert (Lee et al., 
2004). Die dabei entstandene pri-miRNA wird durch die RNAse III (Drosha) zu einer 
Precursor-miRNA prozessiert und in der charakteristischen Haarnadelstruktur durch 
Exportin-5 aktiv in das Zytoplasma entlassen (Han et al., 2006, Yi et al., 2003). Hier 
wird die pre-miRNA durch eine weitere RNAse III (Dicer) in Doppelstrang-miRNAs 
geschnitten, die reife miRNA aus der ds-miRNA ausgewählt und anschließend auf 
den RISC-Komplex geladen, um an die Zielsequenz der mRNA zu binden 
(Chendrimada et al., 2005). 
Ein Beispiel für die biologische Funktion von miRNAs wurde in einer Studie von 
Brennecke et al. demonstriert. Es konnte gezeigt werden, dass das sogenannte 
bartam-Gen in Drosophila für miRNAs kodiert, die Zellproliferation und Apoptose 
kontrollieren. Berechnungen zufolge wird das pro-apoptotische Gen hid von der 
bartam-miRNA reguliert. Dies könnte ein möglicher Mechanismus der Zelltod-
Hemmung sein. Dieser anti-apoptotische Effekt erklärt jedoch nicht das zu 
beobachtende Gewebswachstum, denn bereits zuvor konnte in einer Studie gezeigt 
werden, dass das bartam-Gen Gewebswachstum über die Zunahme der 
Proliferationsrate induziert (Hipfner et al., 2002). Eine Zielsequenz der bartam-
miRNA, die die proliferative Wirkung erklären würde konnte bisher jedoch nicht 
identifiziert werden (Brennecke et al., 2003), so dass auch im Bereich der 
Apoptoseregulation durch miRNAs zahlreiche Fragen offen bleiben. 
Die Bedeutung von miRNAs in der Hämatopoese und dem Immunsystem wurde in 
Deletionsstudien untersucht. So führte der Knockout von AGO2 in 
Rückenmarkszellen von Mäusen zu einer reduzierten Expression von miRNAs und 
daraufhin zu einer Störung der Differenzierung von lymphoiden und erythroiden 
Zellen. Dies äußerte sich in einer Zunahme von unreifen Erythroblasten im 
Rückenmark und in der Milz. Durch die ineffektive Erythropoese kam es außerdem 
zu einer Abnahme von reifen Erythrozyten und damit zu einer massiven Anämie 
(O'Carroll et al., 2007). Das Ausschalten des Gens für das Enzym Dicer führte 
- 21 - 
 
hingegen zu einer Störung der T-Zelldifferenzierung. So blieb die Fähigkeit der Th1-
Zellen Zytokine auszuschütten zwar erhalten, über die Abnahme der miRNA-
Prozessierung kam es jedoch zu einer Abnahme der Proliferationsrate und einer 
Zunahme der Apoptose-Rate von Th1-Zellen unter Stimulation (Muljo et al., 2005). 
Des Weiteren konnte eine Veränderung des Expressionsmuster von miRNAs im 
Verlauf der Reifung und Differenzierung in verschiedenen hämatopoetischen 
Zelllinien gezeigt werden (Garzon et al., 2006, Zhan et al., 2007). 
Auch bei der Entwicklung des Nervensystems spielen miRNAs eine wichtige Rolle. In 
einer Studie an Zebrafischen, wiesen Zebrafische mit Mutationen im Dicer-Gen eine 
Störung in der Morphogenese des Neuralrohrs auf. Durch die Injektion von miR-430 
konnte jedoch eine partielle Ausheilung erreicht werden, die eine Mitwirkung der 
miRNAs bei der neuronalen Differenzierung bestätigt (Giraldez et al., 2005). 
Der Einfluss von miRNAs auf Zellerhalt und Zelldifferenzierung im ZNS hat sich auch 
in mehreren Studien an Säugetieren gezeigt (Fiore et al., 2008).  
Des Weiteren scheinen miRNAs einen Einfluss auf die synaptische Plastizität zu 
haben. Durch synaptische Stimulation kommt es zu einer lokalen Translation von 
präexistenter mRNA und der Synthese von Proteinen in neuronalen Dendriten 
(Sutton and Schuman, 2006).  
Das sogenannte Fragile-X-Mental-Retardation-Protein, das die synaptische 
Morphologie auf diese Weise reguliert (Bagni and Greenough, 2005), scheint dabei in 
Wechselbeziehung zu miRNAs, dem Enzym Dicer und dem Protein AGO1 zu stehen 
(Jin et al., 2004).  
Darüber hinaus sind miRNAs an der Angiogenese beteiligt. Dabei können sie die 
Proliferation, Migration und Morphologie von Endothelzellen beeinflussen. Einerseits 
wurden miRNAs mit einer aktivierenden Wirkung auf die Angiogenese identifiziert, 
andererseits sind aber auch anti-angiogenetische miRNAs in der Literatur 
beschrieben (Wu et al., 2009).  
Deletionsstudien erbrachten die ersten Anhaltspunkte für eine Beteiligung von 
miRNAs an der Angiogenese. Durch eine Veränderung im Dicer-Gen in Embryonen 
von Mäusen kam es zu deren Versterben in frühen Entwicklungsstadien, wobei eine 
fehlerhafte Bildung der Gefäße in den Embryonen und im Dottersack erkennbar war 
(Yang et al., 2005).  
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Die Gefäßbildung spielt eine bedeutende Rolle bei verschiedenen physiologischen 
und pathologischen Prozessen, wie Entzündungsreaktionen, vaskulären 
Erkrankungen und der Neovaskularisation in Tumorgewebe durch angiogenetische 
Faktoren, deren Produktion durch miRNAs kontrolliert wird (Fish and Srivastava, 
2009). 
Des Weiteren wurden zahllose miRNAs identifiziert, die eine Rolle in zahlreichen, 
bedeutenden biologischen Prozessen, wie der Insulin-Sekretion aus Pankreaszellen 
(Hennessy and O'Driscoll, 2008), der Adipozytenentwicklung und der Ovar-Funktion 
spielen (Esau et al., 2004, Baley and Li, 2012). 
 
3.4.2.3 Detektionsverfahren von miRNA 
Die geringe Größe und Menge von miRNAs, nämlich circa 0,01% der Gesamt-RNA 
und die Abhängigkeit des miRNA-Expressionsmusters vom Gewebetyp sowie vom 
Entwicklungs- und Krankheitsstadium stellen bei der Entwicklung klinisch 
einsetzbarer Detektionsverfahren eine Herausforderungen dar (Shingara et al., 2005, 
Davison et al., 2006).  
Im Unterschied zu der Detektion von mRNA muss außerdem zwischen reifer miRNA 
und Precursor-Molekülen unterschieden  werden. Die Differenzierung der einzelnen 
miRNAs, die oft nur minimale Veränderungen von einzelnen Nucleotiden aufweisen, 
gestaltet sich ebenfalls sehr schwierig (Shingara et al., 2005). 
Nothern-Blot gehört zu den gängigen Methoden der Identifikation von miRNAs. So 
wurden die ersten großen miRNA-Expressionsanalysen mittels Nothern-Blot 
durchgeführt. Damit kann einerseits die Länge der miRNAs bestimmt werden und 
andererseits eine quantitative Bestimmung des miRNA-Expressionsmuster erfolgen. 
Zusätzlich können sowohl reife miRNAs, als auch deren Precursor-Molekülen 
simultan dargestellt werden. Der Nothern-Blot wurde von neueren 
Detektionsverfahren abgelöst (Schmittgen et al., 2004).  
Die Ursache hierfür ist seine niedrige Sensitivität, die vor allem bei gering 
exprimierten miRNAs und bei Mangel an Probematerial deutlich wird. Im Jahr 2004 
wurde deshalb eine verbesserte Nothern-Blot-Methode von Valoczi et al. 
beschrieben. Dabei kam es durch die Verwendung von sogenannten LNA-
modifizierten Oligonukleotiden zu einer bis zu zehnfach höheren Sensitivität und 
einer gleichzeitig hohen Spezifität. Die partielle Substitution der DNA-Oligonucleotide 
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durch LNA-modifizierte Oligonucleotide bewirkte eine Effizienzsteigerung der 
Hybridisierung durch eine verbesserte thermale Stabilität und damit einer Erhöhung 
der Schmelztemperatur (Valoczi et al., 2004). 
Eine Alternative zu Nothern-Blot bei der Detektion von miRNAs und miRNA-
Vorläufermolekülen (pri-miRNA und pre-miRNA) stellt die real-time PCR bzw. 
quantitative PCR dar. Hierbei wird die RNA zunächst durch die Reverse 
Transkriptase in cDNA umgeschrieben und anschließend durch die qPCR 
amplifiziert. Dabei wird ein inaktiver Fluoreszenzfarbstoff beigemischt, der durch die 
DNA-Produktion aktiviert wird. Bei jedem Zyklus wird die Fluoreszenz gemessen, 
woraus man auf die Menge der amplifizierten DNA schließen kann. Für die isolierte 
Messung von reifer miRNA mittels qPCR verwendet man bei der RT-Reaktion 
spezifische Primer, die sich durch ihre „steem-loop“-Struktur optimal an die 
Zielsequenz anlagern. Einerseits wird durch diese „steem-loop“-Struktur die 
Unterscheidung ähnlicher miRNAs verbessert, andererseits verhindert diese die 
Hybridisierung der Primer an Precursor-miRNAs und andere längere RNAs. 
Zusätzlich kommt es, trotz der Verwendung von relativ kurzen Primer, zu einer 
verbesserten Effizienz der RT-Reaktion durch eine erhöhte Stabilität der miRNA-
DNA-Duplex  (Schmittgen et al., 2008).  
Insgesamt verfügt die qPCR vor allem bei gering exprimierten miRNAs und bei 
geringer Menge an Probematerial über eine relativ hohe Sensitivität und ist für die 
Analyse von klinischen Proben gut geeignet (Schmittgen et al., 2004, Liu et al., 
2008b). 
Eine auf Hybridisierung beruhende miRNA-Detektionsform ist der Microarray. Die 
Microarray Technologie wurde bereits 1995 entwickelt und im Jahr 2004 zum ersten 
Mal für miRNA-Analysestudien verwendet. Hierbei wurden synthetisierte 
Oligonukleotide, die den miRNA-Sequenzen entsprechen handgesteuert auf ein 
Trägermaterial aufgebracht. Ein Nachteil der handgesteuerten Oligonukleotid-
Auftragung war die makroskopische Skalierung, die eine größere Menge an RNA-
Material notwendig machte (Schena et al., 1995, Krichevsky et al., 2003). 
In nachfolgenden Studien konnte die Skalierung durch die roboter-assistierte 
Auftragung von Oligonukleotiden auf einen Glasträgerauf ein mikroskopisches 
Niveau verbessert werden (Liu et al., 2004).  
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Zusätzlich konnte auf diese Weise eine höhere Proben-Dichte pro Fläche erreicht 
werden (Kong et al., 2009). Ein Problem bei der Analyse von miRNAs stellt die 
unterschiedliche Schmelztemperatur der miRNAs dar. Eine mögliche Lösung hierfür 
ist die Verwendung von LNA-modifizierten Oligonukleotiden, die die 
Schmelztemperatur anheben und die Hybridisierung stabilisieren können. Nach der 
Isolierung der miRNAs werden diese mit Fluoreszenzfarbstoff markiert und 
anschließend mit dem miRNA-Microarray hybridisiert. Hierbei kommt es zu einer 
spezifischen Bindung zwischen den miRNAs und den komplementären 
Oligonukleotiden auf der Microarray-Plattform. Durch die Auslesung der 
Fluoreszenzsignale können die miRNA schließlich identifiziert und quantifiziert 
werden. Auf diese Weise können sowohl reife als auch Precursor-miRNAs 
gleichzeitig identifiziert und differenziert werden (Castoldi et al., 2008). 
Eine weitere Verbesserung der Microarray-Technologie ergab sich durch die 
photochemische Herstellung von Probematerial auf Quarzplatten, die die 
Probenanzahl auf mehrere Millionen pro Quadratzentimeter Fläche erhöht (Liu et al., 
2008a). 
Auf diese Weise ist die Micro-ArrayTechnologie vor allem für die simultane Analyse 
von mehreren hundert miRNAs geeignet (Li and Ruan, 2009). Ein Nachteil ist jedoch 
die geringe Sensitivität bei gering exprimierten miRNAs. Dies macht häufig eine post-
Array Validierung mittels sensitiveren Verfahren wie der qPCR notwendig 
(Schmittgen et al., 2004). 
Des Weiteren wurden neuere Technologien entwickelt, die alle auf dem Ausbau der 
genannten Methoden beruhen (Kong et al., 2009). So auch die bead-based 
Durchflusszytometrie und das Klonen mittels miRAGE-Verfahren, die beide sowohl 
auf Hybridisierung als auch auf Polymerisation, unter Verwendung von Biotin-
gekoppelten Primern beruhen. Die bead-based Methode basiert dabei auf einer 
enzymatischen Reaktion des Biotins, woraufhin eine Färbereaktion mittels 
Durchflusszytometrie registriert werden kann (Lu et al., 2005). Die miRAGE-Methode 
beruht hingegen auf einer magnetischen Reaktion des Biotins. Die ausgesendeten 
Produkte sind RNAs, die wiederum geklont und sequenziert werden können 
(Cummins et al., 2006). 
Zusätzlich gewinnt auch die Nanotechnologie immer mehr 
Anwendungsmöglichkeiten im Bereich der miRNA-Detektion. Ein Beispiel hierfür ist 
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ein Biosensor, dessen Kernstück aus einer mikroskopischen Plattform besteht. Nach 
Auftragung der miRNA-Proben kommt es zur Hybridisierung, über die ein elektrischer 
Fluss via Mikroelektroden generiert wird, was anschließend ein digitales Auslesen 
ermöglicht (Fan et al., 2007). 
 
3.5 miRNA bei Kreberkrankungen 
Die Weiterentwicklung der miRNA-Detektionsverfahren hat zur Identifikation von 
zahlreichen im Blut differentiell exprimierten miRNA-Profilen bei verschiedensten 
malignen Erkrankungen geführt, wobei sich die einzelnen Karzinomarten in ihren 
miRNA-Profilen zumindest teilweise unterscheiden. Die Tatsache, dass miRNAs eine 
entscheidende Rolle bei der Zelldifferenzierung spielen und die Zellteilung 
kontrollieren, unterstützt die Hypothese, dass eine Veränderung in der miRNA-
Expression zur Entstehung und Aufrechterhaltung von Karzinomen beitragen kann 
(Lu et al., 2005).  
Aufgrund ihrer Stabilität in Blut und anderen Körperflüssigkeiten gelten die miRNAs 
als vielversprechende, zukünftige minimalinvasive Biomarker (Andorfer et al., 2011). 
Außerdem können miRNAs über Jahre in Formalin-fixierten und in Paraffin-
eingebetteten Gewebeblöcken aufbewahrt werden, was eine retrospektive miRNA-
Expressionsanalyse von Patientengewebeproben erlaubt (Li et al., 2007). 
Die erste Veröffentlichung über die Beteiligung von miRNAs bei der Entstehung von 
malignen Erkrankungen erschien im Jahr 2002. Mittelpunkt dieser Studie waren zwei 
miRNAs, miR-15a und miR-16-1. Diese befanden sich in einer Region, die bereits 
zuvor bei Chronisch Lympathischer Leukämie(CLL) durch eine 
translokationsbedingte Deletion aufgefallen war. Diese chromosomale Aberration 
stellt die häufigste genetische Veränderung bei CLL-Patienten dar (Bullrich et al., 
2001). 68% des Patienten-Kollektivs mit CLL wiesen eine Deletion oder Down-
Regulation der beiden miRNA-Gene auf. Eine Nothern-Blot-Analyse von normalen 
Zellen, einschließlich CD5+-B-Zellen, zeigte hingegen einen hohen Expressionslevel 
der beiden Gene, was auf die Beteiligung der beiden miRNAs bei der regulären 
CD5+-B-Zell-Homöostase schließen ließ (Calin et al., 2002).  
Dies ist nicht das einzige Beispiel für die Lokalisation von miRNA-Genen in 
sogenannten „hot-spots“ für chromosomale Alternationen (Calin et al., 2004). Es sind 
in der Literatur zahlreiche miRNAs beschrieben, die in Karzinom-assoziierten 
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genetischen Regionen liegen, wobei die genetischen Aberrationen mit der 
Deregulation der miRNA-Expression übereinstimmen (Calin and Croce, 2006).  
In einer weiteren Studie konnte schließlich gezeigt werden, dass der 
Expressionsgehalt der beiden beschriebenen miRNAs invers mit der Expression des 
Protein BCL2 korreliert. Über die Bindung der miRNAs an die BCL2-mRNA hemmen 
diese wiederum die antiapototische Wirkung des BCL2 und führen zur Apoptose in 
leukämischen Zellen (Cimmino et al., 2005). 
Neben der beschriebenen Lokalisation von miRNA-Genen in Regionen mit gehäuften 
genetischen Alternationen gibt es weitere Erklärungsmodelle für die Veränderung der 
miRNA-Expression bei malignen Erkrankungen. Keimbahn-und somatische 
Mutationen der miRNA-Gene oder deren Zielsequenzen können ebenfalls zu einer 
veränderten Expression und Funktion der miRNAs führen (Metias et al., 2009). 
Die Funktionsweise von miRNAs in der Onkogenese scheint analog zu der von 
Tumorsuppressorgenen und Onkogenen zu verlaufen. Die Hemmung von 
Tumorsuppressor-miRNAs begünstigt die Onkogenese über den Ausfall der 
Translationshemmung von Onkogenen, welche unter anderem Zellteilung, 
Zelldifferenzierung und Apoptose kontrollieren. Überexprimierte onco-miRNAs 
hingegen führen zu einer negativen Regulation von Tumorsuppressorgenen oder 
Genen die Zelldifferenzierung und Apoptose regulieren oder zu einer Aktivierung von 
Onkogenen (Zhang et al., 2007).  
Dabei scheinen epigentische Prozesse wie die Methylierungsrate einen Einfluss auf 
die miRNA-Expression zu haben. Die Hypermethylierung von Tumorsuppressor-
miRNAs und die Demethylierung von Onkogen-miRNAs konnte als möglicher 
Mechanismus bei der Down-und Up-Regulation von miRNAs bei malignen Prozessen 
identifiziert werden (Lujambio and Esteller, 2007).  
Darüber hinaus kann eine Dysregulation in der posttranskriptionellen miRNA-
Maturation in Tumorzellen vorliegen. Dahingehend konnte gezeigt werden, dass die 
Anzahl von bestimmten reifen miRNAs in Kolonkarzinomzellen im Gegensatz zu 
denen im normalen Gewebe erniedrigt ist, die Anzahl der Precursor-miRNA aber in 
beiden Fällen konstant bleibt. Ursächlich wird dabei eine verminderte Dicer-Aktivität, 
eine reduzierte Stabilität von reifen miRNAs im Zytoplasma oder ein verminderter 
Gehalt an miRNA-Zielsequenzen in Karzinomzellen diskutiert (Michael et al., 2003).  
- 27 - 
 
Die Dysfunktion der RNAse Drosha scheint ebenfalls eine Veränderung des miRNA-
Expressionslevels in Karzinomzellen zu bewirken (Thomson et al., 2006). 
Die Analyse von miRNA-Expressionsprofile bietet unterschiedliche diagnostische 
Anwendungsmöglichkeiten. Zunächst kann mittels miRNA-Expressionsprofilen 
zwischen malignem und normalem Gewebe unterschieden werden. Derartige Profile 
wurden bereits bei einer Reihe von Karzinomen, darunter das Hepatozelluläre 
Karzinom, das Pankreaskarzinom, die CLL, das Papilläre Schilddrüsenkarzinom, das 
Cholangiokarzinom, das Kolonkarzinom und das Lungenkarzinom identifiziert 
(Cowland et al., 2007). 
 Zusätzlich könnten in Zukunft mit Hilfe der miRNA-Expressionsprofile Metastasen 
von gering differenzierte Karzinomen (CUP-Syndrom) einem Primarius zugeordnet 
werden (Lu et al., 2005). 
Darüber hinaus können miRNA-Expressionsprofile auch für die Prognoseprädiktion 
einer Tumorerkrankung von Bedeutung sein. In einer Studie von Iorio et al. konnte 
mittels einer Zusammenstellung von 15 miRNAs mit einer Genauigkeit von 100% bei 
Gewebeanalysen zwischen normalem und maligne verändertem Brustgewebe 
unterschieden und ein Zusammenhang zu wichtigen biopathologischen Faktoren 
hergestellt werden. Ein Beispiel hierfür sind miRNAs der let-7-Familie, die in 
Brustkrebsgewebe mit Lymphknotenbefall oder hoher Proliferationsrate eine Down-
Regulation aufwiesen. Die Tatsache, dass let-7 miRNAs eine regulierende Rolle bei 
der Expression der RAS-Onkogen-Familie haben, stärkt die Annahme einer 
Mitbeteiligung von let-7 miRNAs an der Entstehung von Karzinomen (Johnson et al., 
2005).  
Die Korrelation eines reduzierten let-7miRNA-Expressionsgehalts mit einer 
ungünstigen Prognose wurde bereits bei Lungen-Karzinomen beschrieben 
(Takamizawa et al., 2004). Analog dazu korreliert die Expression einzelner miRNAs 
in Brustkrebstumorgewebe mit der Tumorprogression, dem Hormonrezeptorstatus, 
der Prognose und dem Tumorstadium (Iorio et al., 2005). 
Durch das mRNA-Expressionsprofiling kann das Mammakarzinom in fünf 
Subgruppen unterteilt werden: luminal A, luminal B, basal-like, HER2+ und normal-
like. Ein Abgleich dieser Subgruppen mit miRNA-Expressionsprofilen in 
Brustkrebsgewebe zeigte eine Übereinstimmung für luminal A und basal-like 
Tumoren (Blenkiron et al., 2007).  
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Eine derartige Subklassifikation des Mammakarzinoms kann auch basierend auf 
miRNA-Expressionsanalysen durchgeführt werden und ermöglich ebenso eine 
Unterscheidung zwischen ErbB2-positiven und ErbB2-negativen oder ER-positiven 
und ER-negativen Brustkrebsgewebe (Mattie et al., 2006). 
Die Isolierung und Identifikation von miRNAs ist nicht nur aus Gewebeproben 
möglich, auch im Blut oder anderen Körperflüssigkeiten sind miRNAs stabil, während 
andere RNA-Moleküle sehr rasch abgebaut werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
miRNAs sowohl im Serum, als auch im Plasma in hoher Anzahl vorhanden sind. 
Dabei scheinen die miRNAs selbst kritischen Bedingungen wie Auftau- und 
Einfrierprozessen Stand zu halten (Chen et al., 2008).  
Die mögliche Verwendung von zirkulierenden miRNAs als nicht-invasiver Biomarker 
für verschiedene Erkrankungen wurde deshalb bereits in mehreren Studien 
untersucht. Eine Überexpression von miRNAs im Primärtumor führt demnach zu 
einem Anstieg der zirkulierenden miRNAs im Blut. Die Entfernung des Primärtumors 
führt wiederum zu einer Abnahme (Heneghan et al., 2010c).  
Diese Erkenntnis lässt vermuten, dass die miRNAs im Blut Krebs-spezifisch sind und 
vom Tumor freigesetzt werden (Andorfer et al., 2011).  
Andere Theorien gehen dagegen von einer teils spezifischen, teils unspezifischen 
Reaktion des Körpers auf die Tumorerkrankung mit Änderung des miRNA-
Expressionsprofils vor allem der Leukozyten aus. Der genaue Mechanismus der 
miRNA-Freisetzung und Stabilisierung in der Blutstrombahn ist nicht vollständig 
geklärt. Es hat sich jedoch gezeigt, dass miRNAs über den Eischluss in Lipid- oder 
Lipoprotein-Komplexe wie Mikrovesikel, Exosomen und apoptotische Körper vor 
Degratation geschützt werden (Mitchell et al., 2008, Kosaka et al., 2010, Hunter et 
al., 2008).  
Außerdem scheint die Mehrheit der zirkulierenden miRNAs an Proteinkomplexe 
gekoppelt zu sein. Diese Koppelung  wird aktuell als mögliche Erklärung für die 
außergewöhnliche Stabilität von miRNAs im Blut angesehen (Arroyo et al., 2011).  
Als Beispiel für die Detektion von miRNAs im Blut ist eine 2010 veröffentliche Studie 
zu nennen, in der das präoperativ abgenommene Blut von Karzinom-Patienten 
(Mamma-, Prostata-, Kolon-, Nierenzellkarzinom und Melanom) mit einer gesunden 
Kontrollgruppe verglichen wurden. Hier zeigte sich bei der Mehrheit der Karzinome 
ein unterschiedliches Expressionsprofil von let 7a, miR-10b, und miR-155 im Vollblut. 
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Des Weiteren erwies sich ein erhöhter Level an zirkulierendem miR-195 als 
Brustkrebs-spezifisch, sodass eine Unterscheidung von Brustkrebs und anderen 
Karzinomarten mit einer Sensitivität von 88% und einer Spezifität von 91% möglich 
war (Heneghan et al., 2010c). 
Dieses Ergebnis konnte in einer Studie von Hagrass et al. bestätigt werden. 
Demnach zeigte sich ebenfalls ein erhöhter Level an zirkulierendem miR-195. Der 
Level an miR-155 und miR-10b fiel in dieser Studie erhöht aus. Heneghan et al. 
beschrieb keinen signifikanten Unterschied für die beiden miRNAs zwischen 
Brustkrebspatientinnen und Kontrollprobandinnen (Hagrass et al., 2015). 
In einer weiteren Studie von Heneghan et al. zeigte sich, dass der Anstieg an im 
Serum zirkulierendem miR-195 die miRNA-Level im Brustkrebsgewebe 
wiederspiegelt und der miRNA-195 Gehalt nach Resektion des Tumors wieder 
abnimmt und schließlich einen Wert vergleichsweise mit dem des Kontrollkollektivs 
erreicht (Heneghan et al., 2010c). 
4 Fragestellung 
Vor diesem Hintergrund ergibt sich die Hypothese, dass eine veränderte 
Funktionsweise von miRNAs aufgrund einer Veränderung des Expressionsmusters 
im Brustdrüsengewebe zur Entstehung und Aufrechterhaltung eines 
Mammakarzinoms beiträgt und die direkte oder indirekte Expressionsveränderung im 
Blut von diagnostischer Bedeutung sein könnte. Aus diesem Grund wurde eine Fall-
Kontroll-Studie durchgeführt, in der die miRNA-Expressionsprofile im venösen 
Vollblut von Patientinnen mit einer Erstdiagnose Brustkrebs im Frühstadium mittels 
MicroRNA-Chip analysiert und mit denen von gesunden Probandinnen verglichen 
wurden. 
Sowohl Material und Methoden als auch die Ergebnisse der Studie wurden bereits 
2012 in einem Artikel unserer Arbeitsgruppe veröffentlich (Schrauder et al., 2012). 
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5 Material und Methoden 
5.1 Patientinnenkollektiv 
Das ausgewählte Patientinnenkollektiv dieser Studie ist Teil der prospektiven Fall-
Kontroll-Studie an der Frauenklinik des Universitätsklinikums Erlangen zur 
molekularen Detektion von Brustkrebs(MODE-B Studie). Die Patientinnen, die das 
Brustkrebszentrum der Universitätsklinik Erlangen wegen einer neuen palpablen 
Brustläsion selbst aufgesucht hatten oder durch einen Facharzt zur weiteren 
diagnostischen Abklärung überwiesen worden waren, wurden um eine Teilnahme 
gebeten. Die hier aufgeführten Daten sind Ergebnisse der monozentrischen miRNA-
Pilotstudie, welche mit Unterstützung des ELAN-Fonds der Universität Erlangen-
Nürnberg (FAU) (FK – 09.11.09.1) durchgeführt wurde. Für die Durchführung der 
Studie liegt ein Ethikvotum der medizinischen Fakultät der Friedrich-Alexander-
Universität (Ethikvotum Nr. 3937) vor und alle Patientinnen gaben ihr schriftliches 
Einverständnis (Schrauder et al., 2012). 
Die Studie besteht aus zwei Anteilen, einer Microchip-Analyse zur Identifikation von 
Kandidaten-miRNAs und einer RT-qPCR-Validierungsstudie von ausgewählten 
miRNAs in einem unabhängigen Kollektiv. Die an der Validierungsstudie 
teilnehmenden Patientinnen hatten mehrheitlich im Rahmen des deutschen 
Brustkrebsscreening-Programms die Diagnose Mammakarzinom im frühen Stadium 
erhalten, während für die initialen Microarray-Analysen konsekutive 
Mammakarzinompatientinnen im Frühstadium rekrutiert wurden. Dieser Unterschied 
in der Auswahl der Patientinnen hatte ein geringeres Risikoprofil der 
Validierungskohorte zur Folge und war Teil des Studienkonzeptes, mit dem Ziel die 
klinisch besonders relevante Detektion kleiner Tumoren zu untersuchen. Die 
Kontrollkohorte bestand aus Frauen, die sich zu einer Routinekontrolle bei uns 
vorstellten, eine unauffällige Mammographie zeigten und in der Vergangenheit keine 
Tumorerkrankung hatten. Sowohl die Brustkrebspatientinnen als auch die 
Teilnehmerinnen der Kontrollgruppe sind westeuropäischer Abstammung. Die 
demographischen und klinikopathologischen Eigenschaften der ausgewählten 
Brustkrebs-Patientinnen sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Das Tumorstaging 
wurde nach der TNM-Klassifikation der Union International contre le Cancer (UICC) 
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und des American Joint Committee on Cancer durchgeführt (Edge and Compton, 
2010) (Schrauder et al., 2012). 
 
5.2 miRNA-Extraktion und miRNA-Microarray-Profiling 
Venöses Vollblut (2,7ml pro Patientin) wurde in einem EDTA-Röhrchen (Sarstedt, 
Monovette EDTA K; Sarstedt AG, Deutschland) entnommen. Das EDTA-Röhrchen 
enthält 1,6mg EDTA als Antikoagulant und wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei-
20°C gelagert. Die ersten 48 für die miRNA-Biomarker-Studie geeigneten 
Brustkrebs-Patientinnen wurden konsekutiv ausgewählt. Aus dem venösen Vollblut 
wurde mittels eines handelsüblichen Extraktionsverfahrens RNA gewonnen. Nach 
dem Auftauen des EDTA-Blutes, wurde dieses in ein PAXgene Blood RNA-Röhrchen 
(PreAnalytix GmbH, Schweiz) übertragen. Die Gesamt-RNA wurde mit dem 
miRNeasy Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) gemäß dem 
Herstellerprotokoll mit wenigen Modifikationen extrahiert. Es erfolgte eine Lösung der 
RNA in Wasser. Anschließend ist diese auf Trockeneis zur weiteren Analyse mit Hilfe 
des Febit`sGeniom real-time Analyser (GRTA, febit GmbH, Heidelberg, Deutschland) 
unter Verwendung des Geniom Biochip miRNA homo sapiens, übertragen worden. 
Die Qualität und Quantität der RNA wurde mittels der Nano Drop Spektrophotometrie 
(NanoDrop ND-1000) und dem Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent TechnoloiesInc., 
Santa Clara, CA) bestimmt. Jeder Array des Geniom Biochip enthält 11 Replikate der 
1100 miRNAs und miRNA-Hauptsequenzen der auf der Sanger Datenbank 
miRBase15.0 veröffentlichen miRNAs (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011). Die 
Proben wurden mit Biotin markiert (Vorwerk et al., 2008). Nach der Hybridisierung 
über 15 Stunden bei 42°C wurde der Biochip automatisiert gereinigt und ein 
Programm des GRTAs zur Signalsteigerung durchgeführt. Die Ergebnisse wurden 
mit der Geniom Wizard Software analysiert. Für jedes Array wurde eine mediane 
Signalintensität aus dem unverarbeiteten Datenordner gewählt sowie für jede miRNA 
sieben Intensitätsgrößen passend zu allen Replikationskopien der miRBase auf dem 
Array errechnet. Nach der Hintergrundkorrektur wurden Median-Werte für die sieben 
Replikationsintensitätsgrößen aller miRNAs bestimmt. Die Arrays wurden mit der 
VSN-Methode normalisiert. Für alle weiteren Analysen wurden die normalisierten 
Intensitätsgrößen nach Subtraktion des Hintergrunds verwendet (Huber et al., 2002) 
(Schrauder et al., 2012). 
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5.3 miRNA-Microarray Datenanalyse 
Die annähernde Normalverteilung der gemessenen Daten wurde mit Hilfe des 
Shapiro-Wilk Tests mit einem medianen P-Wert von 5.9E-20 bestätigt. 
Unterschiedliche miRNA-Expressionslevel zwischen den Brustkrebs-Patientinnen 
und den Kontrollprobandinnen wurden mit dem t-Test für unverbundene Stichproben 
identifiziert. Die für jede individuelle miRNA erreichten P-Werte wurden mit der 
Benjamini-Hochberg-Methode für multiples Testen angepasst (Benjamini et al., 
2001). Zusätzlich zu der Analyse einzelner Biomarker wurden die Proben nach dem 
miRNA-Muster mehrerer untersuchter miRNAs mit Hilfe von Support Vector 
Maschinen (SVMs) unterteilt (Vapnik, 1999). Die gemessenen miRNA-Profile wurden 
unter Verwendung von 100 Wiederholungen der zehnfachen Standard-
Vergleichsprüfung unterteilt und Teilmengen, gemäß dem t-Test basiertem 
Filteransatz ausgewählt. Das bedeutet, dass in jeder Wiederholung der 
Vergleichsprüfung die miRNAs mit dem geringsten P-Wert zu dem Datensatz mit 
dem „s“ gerechnet und entsprechend der beteiligten Anzahl an miRNAs eingeordnet 
wurden (Keller et al., 2006). Die entsprechende Unterteilung wurde dann verwendet, 
um die SVMs für die Vorhersage der Testproben einzustellen, was die Berechnung 
der Mittelwerte für die Genauigkeit, Spezifität und Sensitivität ermöglichte. 
Permutationstests wurden eingesetzt, um ein mögliches „Übertraining“ festzustellten. 
In dieser Studie wurden die Klassenlabel zufällig entnommen und die Klassifikationen 
unter Verwendung der permutierten Klassenlabel durchgeführt (Keller et al., 2006). 
Die Expressionsprofile aller unterschiedlich exprimierten miRNAs wurden für die 
Erstellung von ROC-Kurven (eine graphische Darstellung der Richtig-Positiv-Rate 
gegen die Falsch-Positiv-Rate)verwendet. Die Fläche unter der ROC-Kurve(AUC) 
repräsentiert die Diskriminierungs-Richtigkeit und ist in Tabelle 2 und 3 für die am 
stärksten deregulierten miRNAs der Microarray-Profiling-Analysen aufgeführt. Alle 
statistischen Analysen wurden unter Verwendung der Statistik-Software-R (Wilcoxon, 
1945; R development Core Team, 2008) vorgenommen. Die Microarray-Daten 
wurden in eine öffentliche Online-Datenbank eingegeben (Gene Expression 
Omnibus, GEO), genehmigt und mit einer GEO-Zugangsnummer versehen 
(GSE3109, GPL14132) (Schrauder et al., 2012). 
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5.4 Validierung der miRNA-Genexpression mittels RT-qPCR 
Die beiden miRNAs miR-202 und miR-718 waren in dieser Analyse mittels 
Microarray in den beiden Untersuchungsgruppen unterschiedlich exprimiert und 
wurden zusätzlich in einer unabhängigen Validierungskohorte mittels RT-qPCR 
untersucht. Für die miRNA-PCR-Validierung wählten wir aus den deregulierten 
miRNAs unserer Microarray-Untersuchung diejenigen miRNAs aus, deren Primer 
kommerziell erwerblich und gut etabliert waren, um mögliche Fehlerquellen zu 
reduzieren. Die miRNA-Isolierung und RNA-Quantifizierung der unabhängigen 
Validierungs-Kohorte lief identisch zu der Microarray-Analyse ab. Das TaqMan-
Programm für die Analyse der beiden miRNAs, miR-202 und miR-718 wurde von 
dem Unternehmen ABI (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) erworben. 
Zunächst wurden die miRNAs spezifisch in cDNA gemäß dem Herstellerprotokoll 
umgeschrieben. Hierbei wurde das System RT-Kit mit steem-loop RT-Primern und 
dem ABI7300-Programm verwendet. Anschließend wurde jede Probe zweifach auf 
jede spezifische miRNA mittels einem RT-Primer und dem Universal-Master-Mix II 
(ohne Uracil-N-Glycosylase) mit dem ABI7300 Sequenz-Detektierungssystem gemäß 
dem Herstellerprotokoll untersucht. Ein Schwellenwertzyklus (Ct) für die miRNA miR-
16 (miR-16; ABI) wurde für Brustkrebspatientinnen und die altersgematchten 
gesunden Kontrollen berechnet und eine Normalisierung durchgeführt. Mir-16 wurde 
in der Literatur als die am meisten verwendete endogene Kontroll-miRNA für die RT-
PCR beschrieben. Jede Analyse enthält sowohl inter- als auch intra-Analysen-
Replikate. Hohe Ct-Werte deuten auf eine geringe miRNA-Menge und umgekehrt 
hin. Die miRNA-Expressionslevel der Brustkrebs-Patientinnen verglichen mit den 
Expressionsspiegeln der altersgematchten Kontrollen wurden mit Hilfe der 
differentiellen Schwellenwertzyklus(ΔΔCt)-Methode berechnet. Der durchschnittliche 
Ct-Wert der Kontroll-miRNA miR-16 wurde für jede Probe von dem Ct-Wert jeder 
jeweiligen reifen miRNA-Expression abgezogen. Dabei resultierte der ΔCt-Wert. Die 
fold-changes der miRNAs wurden mit der Gleichung 2-ΔΔCtberechnet. Hierbei definiert 
sich der ΔΔCt-Wert als Differenz zwischen dem ΔCt- Wert (Karzinom) und dem ΔCt- 
Wert (Kontrolle). Diese Analysestrategie wurde bereits vorher in der Literatur vielfach 
beschrieben (Mitchell et al., 2008, Davoren et al., 2008, Schmittgen and Livak, 2008). 
Unterschiede in der miRNA-Expression zwischen zwei Gruppen wurden mit dem t-
Test ausgewertet. MiRNAs mit einem alpha-Wert von 0,05 wurden als signifikant 
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differentiell exprimiert angesehen. Das Expressionsprofil von miR-202 in der RT-
qPCR-Validierung wurde zur Erstellung einer ROC-Kurve verwendet, die in 
Abbildung 3 aufgeführt ist (Schrauder et al., 2012). 
 
6 Ergebnisse 
Insgesamt wurden 153 Vollblut-Proben von Brustkrebs-Patientinnen im Frühstadium 
und gesunden Kontrollpatientinnen in dieser Studie eingeschlossen. Klinische 
Charakteristika und Tumoreigenschaften der Patientinnen zur Zeit der 
Diagnosestellung sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Brustkrebs- und 
Kontrollpatientinnen sind in der RT-qPCR-Validierung (Mittleres Alter 62) und in der 
Microarray-Kohorte (Mittleres Alter 58) altersgematcht. Ein histopathologisch 
bestätigtes invasiv duktales Mammakarzinom im Frühstadium liegt bei allen 
eingeschlossenen Fällen vor. Die Tumorgröße variiert zwischen 0,15 und 4,0cm. Der 
Hormonrezeptorstatus (Estrogen/Progesteron-Rezeptor(ER/PR)), der Ki-67-Status, 
das Grading und der HER2-Status wurden bei allen Patientinnen bestimmt und 
finden ebenfalls sich in Tabelle 1 (Schrauder et al., 2012). 
 
6.1 miRNA-Microchip-Analysen 
Bei den Untersuchungsansätzen wurden in der miRNA-Microarray-Analyse unter 
Verwendung des Geniom Realtime Analyzers 59 deregulierte miRNAs im Vollblut der 
Brustkrebs-Patientinnen identifiziert. Mit dem t-Test und der Einstellung mittels der 
Benjamini-Hochberg-Methode wurden 13 miRNA identifiziert deren Expression 
signifikant hochreguliert und 46 deren Expression signifikant auf der verwendeten 
Microarray-Plattform (mit 1100 miRNAs) nach unten reguliert waren. Zusätzlich 
testeten wir unterschiedliche Zusammensetzungen der am deutlichsten deregulierten 
miRNAs, um die Brustkrebs-Fälle von den Kontrollen zu unterscheiden Abbildung 4. 
Mit steigender Anzahl an verwendeten miRNAs kam es, bis zu einem Schwellenwert 
von etwa 250 miRNAs, zu einem stetigen Anstieg der Sensitivität, Spezifität und 
Genauigkeit. Mit einem Panel von 30 miRNAs lagen die drei Werte bei über 80%. 
Das beste Ergebnis erzielten wir mit einer Zusammenstellung von 240 miRNAs. 
Hierbei lag die statistische Genauigkeit bei 85,6%, die Spezifität bei 78,8% und die 
Sensitivität bei 92,5%. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass zusätzlich zu den 59 
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statistisch signifikant deregulierten miRNAs weitere miRNAs mit ihrer geringen, aber 
additiven diagnostischen Aussagekraft die Klassifikationsergebnisse verbessern 
könnten. Ein Beispiel für die Anwendung der 240 miRNAs zur Differenzierung 
zwischen Fällen und Kontrollen ist in Abbildung 1 aufgeführt (Schrauder et al., 
2012). 
Die 25 am deutlichsten deregulierten miRNAs im Vergleich der Brustkrebs-
Patientinnen mit den Kontroll-Patientinnen, die mit dem höchsten absoluten Wert der 
logarithmischen fold-changes detektiert werden konnten, sind in Tabelle 2 (nach 
unter regulierte miRNAs der Brustkrebs-Patientinnen) und in Tabelle 3 
(hochregulierte miRNAs der Brustkrebs-Patientinnen) aufgeführt (Schrauder et al., 
2012). 
 
6.2 RT-qPCR-Validierung 
Die Expressionslevel im Blut von zwei miRNAs wurden mit einer Taqman-basierten 
RT-qPCR in einer unabhängigen Kohorte mit Brustkrebs-Patientinnen und Kontroll-
Patientinnen unter Verwendung von kommerziellen miRNA-spezifischen Primern 
untersucht. MiR-202, die im Microarray eine Up-Regulation aufwies und miR-718, die 
eine Down-Regulation aufwies wurden ausgewählt, um in einer unabhängigen 
Kohorte aus 24 altersgematchten Paaren von Brustkrebspatientinnen und Kontroll-
Probandinnen überprüft zu werden. Die Microarray-Ergebnisse konnten auf diese 
Weise für die beiden genannten miRNAs mittels RT-qPCR bestätigt werden. Die 
PCR-Auswertung ist in Tabelle 4 zusammengefasst. Die Ergebnisse stimmen mit 
denen des Microarrays im Hinblick auf die Up- und Down-Regulation überein. Diese 
wurden als „relative foldchanges“ im Vergleich zu jeder gematchten Kontrollpatientin 
und als „relative foldchanges“ zwischen den zwei Gruppen berechnet Tabelle 4. Eine 
statistisch signifikante Unterscheidung zwischen den zwei Gruppen in unserer 
kleinen Validierungskohorte war unter Verwendung des RT-qPCR-Expressionslevel 
einer einzelnen miRNA nur für miR-202, jedoch nicht für miR-718 möglich Abbildung 
2 und 3 (Schrauder et al., 2012). 
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7 Diskussion 
Die miRNA-Expressionsuntersuchungen ergaben 13 signifikant nach unten regulierte 
und 46 hochregulierte miRNAs auf der aus 1100 miRNAs bestehender Microarray-
Plattform. Diese Ergebnisse wurden in einer unabhängigen Validierung mittels RT-
qPCR bestätigt (Schrauder et al., 2012). 
Da sowohl miR-202 als auch miR-718 in der Microarray-Analyse signifikante 
Unterschiede in der Expression aufwiesen, wurden diese für die RT-qPCR-
Validierung gewählt. MiR-202 war bereits in vorausgegangen Studien durch eine 
große Anzahl an onkologisch relevanten Zielgenen aufgefallen (Schrauder et al., 
2012). 
In einer Studie von Yu et al. zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression 
von miR-202 im Serum von an Multiplem Myelom erkrankten Patienten im Vergleich 
zu gesunden Kontrollprobanden (Yu et al., 2014). 
Joosse et al. hatten weiterhin die Expression von miR-202 im Serum von 
Brustkrebspatientinnen im Vergleich zu gesunden Kontrollprobandinnen untersucht, 
jedoch keinen signifikanten Unterschied nachgewiesen. In weiteren Analysen zeigte 
sich jedoch ein Zusammenhang bezüglich des Gesamtüberlebens. Demnach war 
dieses bei Patientinnen mit Überexpression von miR-202 im Serum reduziert.  
Diese Daten lassen vermuten, dass miR-202, die in dieser Microarray-Analyse und in 
der RT-qPCR-Validierung bei Brustkrebs-Patientinnen in frühem Stadium eine 
Überexpression aufwies, eine Vielzahl Karzinom-relevanter biologischer  Signalwege 
beeinflusst und an der Brustkrebs-Entstehung beteiligt sein könnte.  
In weiteren gewebsbasierten Expressionsuntersuchungen ließ sich ein 
Zusammenhang zum Expressionslevel von miR-202 und unterschiedlichem 
Tumorgewebe herstellen. Anders als die zuvor erwähnten erhöhten Expressionslevel 
von miR-202 im Blut von Krebspatienten, fiel  in einer Arbeitsgruppe von Zhang et al. 
bei der Untersuchung von Zelllinien des Hepatozellulären Karzinoms ein reduzierter 
miR-202-Expressionslevel auf. Eine Überexpression führte hingegen zu einer 
verminderten Proliferation und Tumorgenese (Zhang et al., 2014). In einer weiteren 
Studie wurde miR-202 als mögliches Zielprotein von Mxd1 beschrieben. Eine 
verminderte Expression von miR-202 führte demnach zu einer Abnahme der 
Apoptoserate und Zunahme der Proliferationsrate von Pankreaskarzinomzellen 
- 37 - 
 
(Farhana et al., 2015). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass miR-202 ein 
Tumorsupressor ist. 
miR-718 fiel in dieser Microarray-Analyse als am deutlichsten downreguliert auf. In 
der Literatur liegt bisher nur eine Studie von Leng et al. zur Untersuchung des  
miR-718 Expressionslevels vor. Hierbei zeigte sich in der Analyse von 
Ovarialkarzinomzellen eine Hemmung der Proliferationsrate über die Suppression 
von VEGF durch miR-718 . Eine Untersuchung der Expressionsprofile im Serum oder 
Vollblut liegt aktuell nach ausgiebiger Recherchierung nicht vor (Leng et al., 2014).  
Leidner et al. hatte 2013 in einem Review die unterschiedlichen Ergebnisse der 
Studien, in denen die brustkrebsspezifische Expression von zirkulierenden miRNAs 
untersucht wurde, hervorgehoben. Demnach bestand lediglich für die miRNAs miR-
21 und miR-155 eine Übereinstimmung in zwei unterschiedlichen Analysen mittels 
qPCR. Genomweite Sequenzierungsstudien, zum Beispiel mittels Microarray 
ergaben jedoch keine signifikante Veränderung der beiden miRNAs. Auch für andere 
miRNAs waren die Unterschiede größer als die Übereinstimmungen (Leidner et al., 
2013). 
In dieser Arbeit wurde gefrorenes EDTA-Blut gewählt, um eine miRNA-
Detektionsmethode, die möglicherweise in größeren multizentrischen Studien 
verwendet werden könnte, zu testen und zu etablieren. Die Stabilität von miRNAs in 
EDTA-Blut und die Möglichkeit miRNA-Profiling aus nicht-gefrorenem EDTA-Blut 
durchzuführen wurde bereits zuvor in anderen Studien getestet (Heneghan et al., 
2010a) (Schrauder et al., 2012). 
Zwar ist die Erstellung von miRNA-Profilen aus Blut noch weit von den Fortschritten 
der gewebsbasierten miRNA-Analyse entfernt, dennoch liegt darin ein großes 
Potential als früher minimal-invasiver, sensitiver und spezifischer Biomarkertest zur 
Unterstützung der Brustkrebsdiagnostik (Schrauder et al., 2012). 
Die ersten Berichte, in denen Plasma und Serum auf miRNA-Profile untersucht 
worden ist, sind erfolgsversprechend (Zhao et al., 2010). Aber auch die Verwendung 
von Vollblut hat positive Ergebnisse erbracht (Heneghan et al., 2010c) (Schrauder et 
al., 2012). 
Ein möglicher Vorteil bei der Verwendung von Vollblut ist zum einen der höhere 
Gehalt von miRNAs im Vergleich zum Serum und Plasma und zum anderen die 
Möglichkeit nicht nur die vom Tumor sezernierten miRNAs zu untersuchen, sondern 
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die Veränderung in der miRNA-Expression im Verlauf der Abwehrreaktion des 
Körpers gegenüber dem Tumor zu messen (Heneghan et al., 2010c). Ein weiterer 
Vorteil von Vollblut im Vergleich zu Serum liegt in der „Kontamination“ durch miRNAs 
aus lysierten Erythrozyten, welche zu relevanten Expressionsverschiebungen führen 
kann. Demgegenüber steht die Abnahme der Test-Genauigkeit aus Vollblut, aufgrund 
der Messung von miRNA-Profilen, die lediglich eine unspezifische sekundäre Antwort 
der Blutzellen (v.a. Leukozyten) auf die Tumorerkrankung im Körper darstellen 
(Heneghan et al., 2010b). Darüber hinaus könnte der hohe Proteingehalt im Vollblut 
die Extraktion von RNA erschweren oder verzerren (Schrauder et al., 2012).  
Ergebnisse früherer Studien lassen vermuten, dass die Veränderungen von miRNA-
Profilen aus Vollblut von Krebspatienten vor allem tumorspezifische 
Abwehrreaktionen wiederspiegeln. Das würde bedeuten, dass das Karzinom mittels 
Vollblut-Methode zu einem Zeitpunkt detektierbar sein könnte, zu dem die 
Konzentration der vom Tumor sezernierten tumorspezifischen miRNAs noch in einem 
nicht messbaren Bereich liegt, die spezifische Reaktion des Immunsystems 
gegenüber dem Tumor jedoch bereits messbar ist (Schrauder et al., 2012). 
Welche Zellart im Blut für die unterschiedliche miRNA-Expression bei 
Tumorpatienten und Kontrollen hauptsächlich verantwortlich ist, ist noch nicht 
vollständig geklärt (Leidinger et al., 2010, Hausler et al., 2010).  
Vergleicht man die Untersuchungen aus Serum und Vollblut miteinander zeigt sich 
eine beinahe identische miRNA-Expression bei gesunden Individuen, wohingegen 
diese sich bei Krebspatienten unterscheidet (Schrauder et al., 2012). Eine mögliche 
Erklärung hierfür könnte sein, dass die im Blut zirkulierenden miRNAs unter 
normalen Umständen aus den Blutzellen freigesetzt werden, im Falle eines 
Karzinoms aber nicht nur aus den zerfallenen Blutzellen stammen, sondern andere 
biologische Prozesse wiederspiegeln (Chen et al., 2008) 
Die klinisch-pathologischen Eigenschaften der beiden Kohorten dieser Studie 
unterscheiden sich nur geringfügig voneinander, wobei die Karzinome der RT-qPCR-
Kohorte kleiner und weniger aggressiv waren und sich eine höhere Rate an HER2-
negativen Karzinomen in dieser Kohorte befand. Dieser Unterschied kam vermutlich 
durch die verschiedene Teilnehmer-Rekrutierung (Brustzentrum versus Screening-
Programm) in den zwei Kohorten zu Stande (Schrauder et al., 2012). 
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In dieser Arbeit wurden miRNA-Expressionsprofile von adjuvanten Brustkrebs-
Patientinnen im Frühstadium und Kontrollprobandinnen aus gefrorenem EDTA-
Vollblut mittels Microarray-Technologie analysiert. Die Ergebnisse wurden in einer 
unabhängigen Kohorte mittels RT-qPCR validiert. Die Erforschung und Etablierung 
von zirkulierenden miRNAs als detektierbare Biomarker im Blut ist noch in den 
Anfängen. Dennoch lassen die Ergebnisse dieser und anderer Studien erkennen, 
dass die Analyse von miRNA-Expressionsprofilen ein großes diagnostisches und 
prognostisches Potential hat und zukünftig die Detektion von Brustkrebs in einem 
frühen Stadium immens verbessern könnte (Schrauder et al., 2012).
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8 Abkürzungsverzeichnis 
ABI                       Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 
AUC                     Fläche unter der ROC-Kurve(area under the curve) 
BRCA1                breast cancer-Gen 1 
BCL2B                 cell lymphoma 2 
CAD                     computer-aided detection 
cDNA                   complementary DNA 
CLL                      ChronischLympathische Leukämie 
CUP                     cancer of unknown primary(- Syndrom) 
Ct                         (Treshold-cycle) Schwellenwertzyklus  
DCIS                    Duktales carcinoma in situ 
ER                       Estrogen-Rezeptor  
FMRP                  Fragile-X-Mental-Retardation-Protein  
18F-FDG             18F-Fluorodeodyglukose  
GRTA                  Febit`s Geniom real-time Analyser 
HER-2/neu          human epidermal growth factor receptor 2 
LNA                     locked-nucleicacid-(modifizierten Oligonukleotiden) 
MD                       Mammographische Dichte  
miRNA                 microRNA 
MUC-1                 Mucin-1  
NPV                     negative Vorhersagewert 
nt                          Nukleotide 
- 41 - 
 
PET                      Positronen- Emissions Tomographie 
PEM                     Positronen-Emissions Mammographie  
PR                        Progesteron-Rezeptor  
qPCR                   quantitative Polymerase-Kettenreaktion 
RISC                    RNA-induced silencing complex 
RNAi                    RNA-mediated interference (pathway) 
ROC                    Receiver Operating Characteristic (Kurve)  
RT                       Reverse Transkriptase 
SVMs                  Support Vector Maschinen  
SELDI                  Surface-enhanced laser desorption/ionization 
SNPs                   Single nucleotidepolymorphism 
TNM                     Tumorgröße, Nodalstatus, Metastasierung 
UTR                      3´untranslatierte Region  
VSN                      Variance Stabilising Normalisation 
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9 Anhang 
Tabelle 1, (Schrauder et al., 2012) 
Patientinnen- und Tumormerkmale zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
Parameters Microchip-Analyse(%) RT-qPCR-
Validierungsstudie 
(%)  
Total 48 24 
Alter 61,9 (34-89 Jahre) Altersgemischt 
Tumorstadium   
pT1a 0 3 (12,5) 
pT1b 12 (25) 6 (25,0) 
pT1c 29 (60,4) 11 (46,0) 
pT2 7 (14,6) 4 (16,5) 
Lymphknotenbefall   
pN0 39 (81,25) 23 (96,0) 
pN1 (1-3 lymph nodes) 9 (18,5) 1 (4,0) 
Grading   
G1 12 (25,0) 10 (42,0) 
G2 19 (39,6) 12 (50,0) 
G3 17 (35,4) 2 (8,0) 
Östrogen- Rezeptorstatus   
Positiv 44 (91,7) 21 (87,5) 
Negativ 4 (8,3) 3 (12,5) 
Progesteron-
Rezeptorstatus 
  
Positiv 39 (81,25) 16 (67,0) 
Negativ 9 (18,75) 8 (33,0) 
Her2 status   
Positiv 40 (83,3) 1 (4,0) 
Negativ 8 (16,7) 23 (96,0) 
Ki-67   
<10 11 (22,9) 4 (16,7) 
10 13 (27,1) 11 (45,8) 
10-20 10 (20,9) 6 (25,0) 
>20 14 (29,1) 3 (12,5) 
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Tabelle 2, (Schrauder et al., 2012) 
Liste der 10 am deutlichsten upregulierten miRNAs, detektiert mit dem höchsten 
absoluten Wert der foldchanges 
miRNAs 
Median 
Kontroll
en 
Median 
Brustkre
bspat. 
Fold 
change 
T-test 
roher P-Wert 
T-test 
adj. P-Wert AUC 
miR-4306 10,09 10,83 2,08 0,0007 0,02 0,71 
miR-202 4,49 5,21 2,.04 0,0004 0,02 0,72 
miR-4257 5,50 6,17 1,96 0,0017 0,04 0,65 
miR-1323 5,48 6,13 1,92 0,0022 0,04 0,69 
miR-335 7,52 8,16 1,89 0,0017 0,04 0,74 
miR-497 7,28 7,87 1,82 6,56E-05 0,01 0,75 
miR-106b 13,22 13,76 1,69 0,0004 0,01 0,72 
miR-922 6,98 7,49 1,67 0,0019 0,03 0,65 
miR-516b 5,59 6,09 1,64 0,0008 0,03 0,67 
let7a* 5,10 5,40 1,35 0,001 0,03 0,.65 
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Tabelle 3, (Schrauder et al., 2012) 
Liste der 15 am deutlichsten downregulierten miRNAs, detektiert mit dem höchsten 
absoluten Wert der foldchanges 
 
 
 
Tabelle 4, (Schrauder et al., 2012) 
Vergleich der foldchanges der miRNA-Expression von Microchip-Analyse und RT-
qPCR 
 
miRNA Relative fold 
change 
RT-qPCR 
T-test P-Wert 
RT-qPCR-
Validierung 
Brustkrebs-
patientiennen 
 
Fold change 
Microchip-
Analyse 
miR-202 19,38 0,03 Up-Regulation 2,04 
miR-718 5,44 
0,72 Down-
Regulation 
3,12 
 
 
 
 
miRNAs 
Median 
Kontroll
e 
Median 
Brustkre
bspat. 
Fold 
change 
T-test 
rohe P-Wert 
T-test 
adj P-Wert AUC 
miR-718 7,26 6,12 3,12 4,27E-05 0,0041 0,77 
miR-625* 7,57 6,46 3,05 1,19E-05 0,0020 0,77 
miR-1471 6,41 5,61 2,24 0,0002 0,0127 0,70 
miR-193a-3p 7,34 6,57 2,16 1,67E-07 0,0001 0,79 
miR-182 12,67 11,91 2,14 0,0001 0,0080 0,71 
miR-1915 8,73 8,05 1,98 1,53E-05 0,0022 0,75 
miR-564 7,26 6,60 1,93 0,0003 0,0127 0,67 
miR-107 12,41 11,80 1,83 0,00193 0,0414 0,68 
miR-2355 7,15 6,55 1,82 4,91E-05 0,0042 0,73 
miR-3186-3p 6,96 6,37 1,81 6,39E-06 0,0015 0,75 
miR-24 11,54 10,94 1,81 0,0007 0,0235 0,65 
miR-3130-3p 7,89 7,29 1,81 5,03E-05 0,0042 0,73 
miR-526a 7,33 6,77 1,76 0,0003 0,0127 0,72 
miR-1469 7,17 6,64 1,70 0,0001 0,0080 0,68 
miR-874 7,53 7,01 1,67 2,10E-06 0,0006 0,74 
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Abbildung 1, (Schrauder et al., 2012) 
Differenzierung zwischen Fällen und Kontrollen mit Hilfe von Support Vector 
Maschinen 
1 Kontrolle; 2 Brustkrebspatientin 
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Abbildung 2, (Schrauder et al., 2012) 
RT-qPCR-Validierung von miR-202( Upregulation im Gesamtblut der 
Brustkrebspatientinnen) 
Erhöhte delta-Ct-Werte entsprechen niedriger miRNA-Expressionslevel 
 
Abbildung 3, (Schrauder et al., 2012) 
RT-pPCR-Validierung, AUC für miR-202 
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Abbildung 4 
Mikrochip-Analyse: 
Steigende Anzahl an verwendeten miRNAs führt zu einem stetigen Anstieg der 
Sensitivität, Spezifität und Genauigkeit 
 
  
- 48 - 
 
10 Danksagung 
An erster Stelle gilt mein Dank meinem Doktorvater Herrn Privatdozenten Michael 
Schrauder für seine wissenschaftliche und methodische Unterstützung während der 
gesamten Bearbeitungsphase meiner Dissertation. 
Außerdem gilt mein Dank Herrn Professor Dr. M. W. Beckmann, der  diese Arbeit 
erst möglich machte. 
Für die inhaltliche Ausrichtung und die thematische Eingrenzung sei Herrn Prof. Dr. 
P. Fasching gedankt. 
Für konstruktive Anregungen und seine unerschöpfliche Geduld danke ich ebenso 
Privantdozent Dr. A. Hein. 
Besonders möchte ich an dieser Stelle auch meinen Eltern und meinem Ehemann für 
die unermüdliche Stärkung und Motivation danken, sowie für das stets offene Ohr für 
meine Gedanken. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
- 49 - 
 
11 Literaturverzeichnis 
ALBERT, U. S., ALTLAND, H., DUDA, V., ENGEL, J., GERAEDTS, M., HEYWANG-
KOBRUNNER, S., HOLZEL, D., KALBHEIM, E., KOLLER, M., KONIG, K., 
KREIENBERG, R., KUHN, T., LEBEAU, A., NASS-GRIEGOLEIT, I., 
SCHLAKE, W., SCHMUTZLER, R., SCHREER, I., SCHULTE, H., SCHULZ-
WENDTLAND, R., WAGNER, U. & KOPP, I. 2009. Update of the guideline: 
early detection of breast cancer in Germany. J Cancer Res Clin Oncol, 135, 
339-54. 
ANDORFER, C. A., NECELA, B. M., THOMPSON, E. A. & PEREZ, E. A. 2011. 
MicroRNA signatures: clinical biomarkers for the diagnosis and treatment of 
breast cancer. Trends Mol Med, 17, 313-9. 
ANTONIOU, A., PHAROAH, P. D., NAROD, S., RISCH, H. A., EYFJORD, J. E., 
HOPPER, J. L., LOMAN, N., OLSSON, H., JOHANNSSON, O., BORG, A., 
PASINI, B., RADICE, P., MANOUKIAN, S., ECCLES, D. M., TANG, N., OLAH, 
E., ANTON-CULVER, H., WARNER, E., LUBINSKI, J., GRONWALD, J., 
GORSKI, B., TULINIUS, H., THORLACIUS, S., EEROLA, H., NEVANLINNA, 
H., SYRJAKOSKI, K., KALLIONIEMI, O. P., THOMPSON, D., EVANS, C., 
PETO, J., LALLOO, F., EVANS, D. G. & EASTON, D. F. 2003. Average risks 
of breast and ovarian cancer associated with BRCA1 or BRCA2 mutations 
detected in case Series unselected for family history: a combined analysis of 
22 studies. Am J Hum Genet, 72, 1117-30. 
ANTONIOU, A. C., SPURDLE, A. B., SINILNIKOVA, O. M., HEALEY, S., POOLEY, 
K. A., SCHMUTZLER, R. K., VERSMOLD, B., ENGEL, C., MEINDL, A., 
ARNOLD, N., HOFMANN, W., SUTTER, C., NIEDERACHER, D., DEISSLER, 
H., CALDES, T., KAMPJARVI, K., NEVANLINNA, H., SIMARD, J., BEESLEY, 
J., CHEN, X., NEUHAUSEN, S. L., REBBECK, T. R., WAGNER, T., LYNCH, 
H. T., ISAACS, C., WEITZEL, J., GANZ, P. A., DALY, M. B., TOMLINSON, G., 
OLOPADE, O. I., BLUM, J. L., COUCH, F. J., PETERLONGO, P., 
MANOUKIAN, S., BARILE, M., RADICE, P., SZABO, C. I., PEREIRA, L. H., 
GREENE, M. H., RENNERT, G., LEJBKOWICZ, F., BARNETT-GRINESS, O., 
ANDRULIS, I. L., OZCELIK, H., GERDES, A. M., CALIGO, M. A., LAITMAN, 
- 50 - 
 
Y., KAUFMAN, B., MILGROM, R., FRIEDMAN, E., DOMCHEK, S. M., 
NATHANSON, K. L., OSORIO, A., LLORT, G., MILNE, R. L., BENITEZ, J., 
HAMANN, U., HOGERVORST, F. B., MANDERS, P., LIGTENBERG, M. J., 
VAN DEN OUWELAND, A. M., PEOCK, S., COOK, M., PLATTE, R., EVANS, 
D. G., EELES, R., PICHERT, G., CHU, C., ECCLES, D., DAVIDSON, R., 
DOUGLAS, F., GODWIN, A. K., BARJHOUX, L., MAZOYER, S., SOBOL, H., 
BOURDON, V., EISINGER, F., CHOMPRET, A., CAPOULADE, C., 
BRESSAC-DE PAILLERETS, B., LENOIR, G. M., GAUTHIER-VILLARS, M., 
HOUDAYER, C., STOPPA-LYONNET, D., CHENEVIX-TRENCH, G. & 
EASTON, D. F. 2008. Common breast cancer-predisposition alleles are 
associated with breast cancer risk in BRCA1 and BRCA2 mutation carriers. 
Am J Hum Genet, 82, 937-48. 
ARROYO, J. D., CHEVILLET, J. R., KROH, E. M., RUF, I. K., PRITCHARD, C. C., 
GIBSON, D. F., MITCHELL, P. S., BENNETT, C. F., POGOSOVA-
AGADJANYAN, E. L., STIREWALT, D. L., TAIT, J. F. & TEWARI, M. 2011. 
Argonaute2 complexes carry a population of circulating microRNAs 
independent of vesicles in human plasma. Proc Natl Acad Sci U S A, 108, 
5003-8. 
BAGNI, C. & GREENOUGH, W. T. 2005. From mRNP trafficking to spine 
dysmorphogenesis: the roots of fragile X syndrome. Nat Rev Neurosci, 6, 376-
87. 
BALEY, J. & LI, J. 2012. MicroRNAs and ovarian function. J Ovarian Res, 5, 8. 
BARTON, M. B., HARRIS, R. & FLETCHER, S. W. 1999. The rational clinical 
examination. Does this patient have breast cancer? The screening clinical 
breast examination: should it be done? How? JAMA, 282, 1270-80. 
BENJAMINI, Y., DRAI, D., ELMER, G., KAFKAFI, N. & GOLANI, I. 2001. Controlling 
the false discovery rate in behavior genetics research. Behav Brain Res, 125, 
279-84. 
 
- 51 - 
 
BERAL, V., BULL, D., DOLL, R., PETO, R., REEVES, G. & COLLABORATIVE 
GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST, C. 2004. Breast cancer 
and abortion: collaborative reanalysis of data from 53 epidemiological studies, 
including 83?000 women with breast cancer from 16 countries. Lancet, 363, 
1007-16. 
BERG, W. A., GUTIERREZ, L., NESSAIVER, M. S., CARTER, W. B., BHARGAVAN, 
M., LEWIS, R. S. & IOFFE, O. B. 2004. Diagnostic accuracy of 
mammography, clinical examination, US, and MR imaging in preoperative 
assessment of breast cancer. Radiology, 233, 830-49. 
BERMAN, C. G. 2007. Recent advances in breast-specific imaging. Cancer Control, 
14, 338-49. 
BERNIER, M. O., PLU-BUREAU, G., BOSSARD, N., AYZAC, L. & THALABARD, J. 
C. 2000. Breastfeeding and risk of breast cancer: a metaanalysis of published 
studies. Hum Reprod Update, 6, 374-86. 
BLENKIRON, C., GOLDSTEIN, L. D., THORNE, N. P., SPITERI, I., CHIN, S. F., 
DUNNING, M. J., BARBOSA-MORAIS, N. L., TESCHENDORFF, A. E., 
GREEN, A. R., ELLIS, I. O., TAVARE, S., CALDAS, C. & MISKA, E. A. 2007. 
MicroRNA expression profiling of human breast cancer identifies new markers 
of tumor subtype. Genome Biol, 8, R214. 
BLIXT, O., BUETI, D., BURFORD, B., ALLEN, D., JULIEN, S., HOLLINGSWORTH, 
M., GAMMERMAN, A., FENTIMAN, I., TAYLOR-PAPADIMITRIOU, J. & 
BURCHELL, J. M. 2011. Autoantibodies to aberrantly glycosylated MUC1 in 
early stage breast cancer are associated with a better prognosis. Breast 
Cancer Res, 13, R25. 
BOYD, N. F., MARTIN, L. J., BRONSKILL, M., YAFFE, M. J., DURIC, N. & MINKIN, 
S. 2010. Breast tissue composition and susceptibility to breast cancer. J Natl 
Cancer Inst, 102, 1224-37. 
BOYLE, P. & BOFFETTA, P. 2009. Alcohol consumption and breast cancer risk. 
Breast Cancer Res, 11 Suppl 3, S3. 
- 52 - 
 
BREM, R. F., HOFFMEISTER, J. W., RAPELYEA, J. A., ZISMAN, G., 
MOHTASHEMI, K., JINDAL, G., DISIMIO, M. P. & ROGERS, S. K. 2005. 
Impact of breast density on computer-aided detection for breast cancer. AJR 
Am J Roentgenol, 184, 439-44. 
BRENNECKE, J., HIPFNER, D. R., STARK, A., RUSSELL, R. B. & COHEN, S. M. 
2003. bantam encodes a developmentally regulated microRNA that controls 
cell proliferation and regulates the proapoptotic gene hid in Drosophila. Cell, 
113, 25-36. 
BROWN, M. L., HOUN, F., SICKLES, E. A. & KESSLER, L. G. 1995. Screening 
mammography in community practice: positive predictive value of abnormal 
findings and yield of follow-up diagnostic procedures. AJR Am J Roentgenol, 
165, 1373-7. 
BULLRICH, F., FUJII, H., CALIN, G., MABUCHI, H., NEGRINI, M., PEKARSKY, Y., 
RASSENTI, L., ALDER, H., REED, J. C., KEATING, M. J., KIPPS, T. J. & 
CROCE, C. M. 2001. Characterization of the 13q14 tumor suppressor locus in 
CLL: identification of ALT1, an alternative splice variant of the LEU2 gene. 
Cancer Res, 61, 6640-8. 
BUNDESFORSCHUNGSINSTITUT, FÜR, ERNÄHRUNG, UND & LEBENSMITTEL 
2008. Nationale Verzehrsstudie II, Teil 1. 
CALIN, G. A. & CROCE, C. M. 2006. MicroRNAs and chromosomal abnormalities in 
cancer cells. Oncogene, 25, 6202-10. 
CALIN, G. A., DUMITRU, C. D., SHIMIZU, M., BICHI, R., ZUPO, S., NOCH, E., 
ALDLER, H., RATTAN, S., KEATING, M., RAI, K., RASSENTI, L., KIPPS, T., 
NEGRINI, M., BULLRICH, F. & CROCE, C. M. 2002. Frequent deletions and 
down-regulation of micro- RNA genes miR15 and miR16 at 13q14 in chronic 
lymphocytic leukemia. Proc Natl Acad Sci U S A, 99, 15524-9. 
 
 
- 53 - 
 
CALIN, G. A., SEVIGNANI, C., DUMITRU, C. D., HYSLOP, T., NOCH, E., 
YENDAMURI, S., SHIMIZU, M., RATTAN, S., BULLRICH, F., NEGRINI, M. & 
CROCE, C. M. 2004. Human microRNA genes are frequently located at fragile 
sites and genomic regions involved in cancers. Proc Natl Acad Sci U S A, 101, 
2999-3004. 
CARNEY, P. A., MIGLIORETTI, D. L., YANKASKAS, B. C., KERLIKOWSKE, K., 
ROSENBERG, R., RUTTER, C. M., GELLER, B. M., ABRAHAM, L. A., 
TAPLIN, S. H., DIGNAN, M., CUTTER, G. & BALLARD-BARBASH, R. 2003. 
Individual and combined effects of age, breast density, and hormone 
replacement therapy use on the accuracy of screening mammography. Ann 
Intern Med, 138, 168-75. 
CASTOLDI, M., SCHMIDT, S., BENES, V., HENTZE, M. W. & MUCKENTHALER, M. 
U. 2008. miChip: an array-based method for microRNA expression profiling 
using locked nucleic acid capture probes. Nat Protoc, 3, 321-9. 
CHEN, X., BA, Y., MA, L., CAI, X., YIN, Y., WANG, K., GUO, J., ZHANG, Y., CHEN, 
J., GUO, X., LI, Q., LI, X., WANG, W., WANG, J., JIANG, X., XIANG, Y., XU, 
C., ZHENG, P., ZHANG, J., LI, R., ZHANG, H., SHANG, X., GONG, T., NING, 
G., ZEN, K. & ZHANG, C. Y. 2008. Characterization of microRNAs in serum: a 
novel class of biomarkers for diagnosis of cancer and other diseases. Cell 
Res, 18, 997-1006. 
CHENDRIMADA, T. P., GREGORY, R. I., KUMARASWAMY, E., NORMAN, J., 
COOCH, N., NISHIKURA, K. & SHIEKHATTAR, R. 2005. TRBP recruits the 
Dicer complex to Ago2 for microRNA processing and gene silencing. Nature, 
436, 740-4. 
CIMMINO, A., CALIN, G. A., FABBRI, M., IORIO, M. V., FERRACIN, M., SHIMIZU, 
M., WOJCIK, S. E., AQEILAN, R. I., ZUPO, S., DONO, M., RASSENTI, L., 
ALDER, H., VOLINIA, S., LIU, C. G., KIPPS, T. J., NEGRINI, M. & CROCE, C. 
M. 2005. miR-15 and miR-16 induce apoptosis by targeting BCL2. Proc Natl 
Acad Sci U S A, 102, 13944-9. 
- 54 - 
 
CONROY, S. E., SASIENI, P. D., FENTIMAN, I. & LATCHMAN, D. S. 1998. 
Autoantibodies to the 90kDa heat shock protein and poor survival in breast 
cancer patients. Eur J Cancer, 34, 942-3. 
COWLAND, J. B., HOTHER, C. & GRONBAEK, K. 2007. MicroRNAs and cancer. 
APMIS, 115, 1090-106. 
CUMMINS, J. M., HE, Y., LEARY, R. J., PAGLIARINI, R., DIAZ, L. A., JR., 
SJOBLOM, T., BARAD, O., BENTWICH, Z., SZAFRANSKA, A. E., 
LABOURIER, E., RAYMOND, C. K., ROBERTS, B. S., JUHL, H., KINZLER, K. 
W., VOGELSTEIN, B. & VELCULESCU, V. E. 2006. The colorectal 
microRNAome. Proc Natl Acad Sci U S A, 103, 3687-92. 
DAVISON, T. S., JOHNSON, C. D. & ANDRUSS, B. F. 2006. Analyzing micro-RNA 
expression using microarrays. Methods Enzymol, 411, 14-34. 
DAVOREN, P. A., MCNEILL, R. E., LOWERY, A. J., KERIN, M. J. & MILLER, N. 
2008. Identification of suitable endogenous control genes for microRNA gene 
expression analysis in human breast cancer. BMC Mol Biol, 9, 76. 
DEAN, J. C. & ILVENTO, C. C. 2006. Improved cancer detection using computer-
aided detection with diagnostic and screening mammography: prospective 
study of 104 cancers. AJR Am J Roentgenol, 187, 20-8. 
DINNES, J., MOSS, S., MELIA, J., BLANKS, R., SONG, F. & KLEIJNEN, J. 2001. 
Effectiveness and cost-effectiveness of double reading of mammograms in 
breast cancer screening: findings of a systematic review. Breast, 10, 455-63. 
DISIS, M. L., KNUTSON, K. L., SCHIFFMAN, K., RINN, K. & MCNEEL, D. G. 2000. 
Pre-existent immunity to the HER-2/neu oncogenic protein in patients with 
HER-2/neu overexpressing breast and ovarian cancer. Breast Cancer Res 
Treat, 62, 245-52. 
DISIS, M. L., PUPA, S. M., GRALOW, J. R., DITTADI, R., MENARD, S. & 
CHEEVER, M. A. 1997. High-titer HER-2/neu protein-specific antibody can be 
detected in patients with early-stage breast cancer. J Clin Oncol, 15, 3363-7. 
- 55 - 
 
EDGE, S. B. & COMPTON, C. C. 2010. The American Joint Committee on Cancer: 
the 7th edition of the AJCC cancer staging manual and the future of TNM. Ann 
Surg Oncol, 17, 1471-4. 
ERNÄHRUNGSFORSCHUNG, D. I. F. 2003. Krebsprävention durch Ernährung. 
ESAU, C., KANG, X., PERALTA, E., HANSON, E., MARCUSSON, E. G., 
RAVICHANDRAN, L. V., SUN, Y., KOO, S., PERERA, R. J., JAIN, R., DEAN, 
N. M., FREIER, S. M., BENNETT, C. F., LOLLO, B. & GRIFFEY, R. 2004. 
MicroRNA-143 regulates adipocyte differentiation. J Biol Chem, 279, 52361-5. 
FAN, Y., CHEN, X., TRIGG, A. D., TUNG, C. H., KONG, J. & GAO, Z. 2007. 
Detection of MicroRNAs using target-guided formation of conducting polymer 
nanowires in nanogaps. J Am Chem Soc, 129, 5437-43. 
FARHANA, L., DAWSON, M. I. & FONTANA, J. A. 2015. Down regulation of miR-202 
modulates Mxd1 and Sin3A repressor complexes to induce apoptosis of 
pancreatic cancer cells. Cancer Biol Ther, 16, 115-24. 
FASCHING, P. A., EKICI, A. B., ADAMIETZ, B. R., WACHTER, D. L., HEIN, A., 
BAYER, C. M., HABERLE, L., LOEHBERG, C. R., JUD, S. M., HEUSINGER, 
K., RUBNER, M., RAUH, C., BANI, M. R., LUX, M. P., SCHULZ-
WENDTLAND, R., HARTMANN, A. & BECKMANN, M. W. 2011. Breast 
Cancer Risk - Genes, Environment and Clinics. Geburtshilfe Und 
Frauenheilkunde, 71, 1056-1066. 
FILIPOWICZ, W., JASKIEWICZ, L., KOLB, F. A. & PILLAI, R. S. 2005. Post-
transcriptional gene silencing by siRNAs and miRNAs. Curr Opin Struct Biol, 
15, 331-41. 
FIORE, R., SIEGEL, G. & SCHRATT, G. 2008. MicroRNA function in neuronal 
development, plasticity and disease. Biochim Biophys Acta, 1779, 471-8. 
FISH, J. E. & SRIVASTAVA, D. 2009. MicroRNAs: opening a new vein in 
angiogenesis research. Sci Signal, 2, pe1. 
- 56 - 
 
FLETCHER, S. W. & ELMORE, J. G. 2003. Clinical practice. Mammographic 
screening for breast cancer. N Engl J Med, 348, 1672-80. 
GARZON, R., PICHIORRI, F., PALUMBO, T., IULIANO, R., CIMMINO, A., AQEILAN, 
R., VOLINIA, S., BHATT, D., ALDER, H., MARCUCCI, G., CALIN, G. A., LIU, 
C. G., BLOOMFIELD, C. D., ANDREEFF, M. & CROCE, C. M. 2006. 
MicroRNA fingerprints during human megakaryocytopoiesis. Proc Natl Acad 
Sci U S A, 103, 5078-83. 
GIRALDEZ, A. J., CINALLI, R. M., GLASNER, M. E., ENRIGHT, A. J., THOMSON, J. 
M., BASKERVILLE, S., HAMMOND, S. M., BARTEL, D. P. & SCHIER, A. F. 
2005. MicroRNAs regulate brain morphogenesis in zebrafish. Science, 308, 
833-8. 
GROENENDIJK, R. P., BULT, P., TEWARIE, L., PEER, P. G., VAN DER SLUIS, R. 
F., RUERS, T. J. & WOBBES, T. 2000. Screen-detected breast cancers have 
a lower mitotic activity index. Br J Cancer, 82, 381-4. 
GUTH, U., HUANG, D. J., HUBER, M., SCHOTZAU, A., WRUK, D., HOLZGREVE, 
W., WIGHT, E. & ZANETTI-DALLENBACH, R. 2008. Tumor size and 
detection in breast cancer: Self-examination and clinical breast examination 
are at their limit. Cancer Detect Prev, 32, 224-8. 
HAGRASS, H. A., SHARAF, S., PASHA, H. F., TANTAWY, E. A., MOHAMED, R. H. 
& KASSEM, R. 2015. Circulating microRNAs - a new horizon in molecular 
diagnosis of breast cancer. Genes Cancer, 6, 281-7. 
HAN, J., LEE, Y., YEOM, K. H., NAM, J. W., HEO, I., RHEE, J. K., SOHN, S. Y., 
CHO, Y., ZHANG, B. T. & KIM, V. N. 2006. Molecular basis for the recognition 
of primary microRNAs by the Drosha-DGCR8 complex. Cell, 125, 887-901. 
HAUSLER, S. F., KELLER, A., CHANDRAN, P. A., ZIEGLER, K., ZIPP, K., HEUER, 
S., KROCKENBERGER, M., ENGEL, J. B., HONIG, A., SCHEFFLER, M., 
DIETL, J. & WISCHHUSEN, J. 2010. Whole blood-derived miRNA profiles as 
potential new tools for ovarian cancer screening. Br J Cancer, 103, 693-700. 
- 57 - 
 
HENEGHAN, H. M., MILLER, N. & KERIN, M. J. 2010a. MiRNAs as biomarkers and 
therapeutic targets in cancer. Curr Opin Pharmacol, 10, 543-50. 
HENEGHAN, H. M., MILLER, N. & KERIN, M. J. 2010b. Systemic microRNAs: novel 
biomarkers for colorectal and other cancers? Gut, 59, 1002-4; author reply 
1004. 
HENEGHAN, H. M., MILLER, N., LOWERY, A. J., SWEENEY, K. J., NEWELL, J. & 
KERIN, M. J. 2010c. Circulating microRNAs as novel minimally invasive 
biomarkers for breast cancer. Ann Surg, 251, 499-505. 
HENNESSY, E. & O'DRISCOLL, L. 2008. Molecular medicine of microRNAs: 
structure, function and implications for diabetes. Expert Rev Mol Med, 10, e24. 
HEUSINGER, K., LOEHBERG, C. R., HAEBERLE, L., JUD, S. M., KLINGSIEK, P., 
HEIN, A., BAYER, C. M., RAUH, C., UDER, M., CAVALLARO, A., MAY, M. S., 
ADAMIETZ, B., SCHULZ-WENDTLAND, R., WITTENBERG, T., WAGNER, F., 
BECKMANN, M. W. & FASCHING, P. A. 2011. Mammographic density as a 
risk factor for breast cancer in a German case-control study. Eur J Cancer 
Prev, 20, 1-8. 
HIPFNER, D. R., WEIGMANN, K. & COHEN, S. M. 2002. The bantam gene 
regulates Drosophila growth. Genetics, 161, 1527-37. 
HUBER, W., VON HEYDEBRECK, A., SULTMANN, H., POUSTKA, A. & VINGRON, 
M. 2002. Variance stabilization applied to microarray data calibration and to 
the quantification of differential expression. Bioinformatics, 18 Suppl 1, S96-
104. 
HUNTER, M. P., ISMAIL, N., ZHANG, X., AGUDA, B. D., LEE, E. J., YU, L., XIAO, 
T., SCHAFER, J., LEE, M. L., SCHMITTGEN, T. D., NANA-SINKAM, S. P., 
JARJOURA, D. & MARSH, C. B. 2008. Detection of microRNA expression in 
human peripheral blood microvesicles. PLoS One, 3, e3694. 
 
- 58 - 
 
IORIO, M. V., FERRACIN, M., LIU, C. G., VERONESE, A., SPIZZO, R., SABBIONI, 
S., MAGRI, E., PEDRIALI, M., FABBRI, M., CAMPIGLIO, M., MENARD, S., 
PALAZZO, J. P., ROSENBERG, A., MUSIANI, P., VOLINIA, S., NENCI, I., 
CALIN, G. A., QUERZOLI, P., NEGRINI, M. & CROCE, C. M. 2005. MicroRNA 
gene expression deregulation in human breast cancer. Cancer Res, 65, 7065-
70. 
IRWIG, L., HOUSSAMI, N. & VAN VLIET, C. 2004. New technologies in screening for 
breast cancer: a systematic review of their accuracy. Br J Cancer, 90, 2118-
22. 
JIN, P., ZARNESCU, D. C., CEMAN, S., NAKAMOTO, M., MOWREY, J., JONGENS, 
T. A., NELSON, D. L., MOSES, K. & WARREN, S. T. 2004. Biochemical and 
genetic interaction between the fragile X mental retardation protein and the 
microRNA pathway. Nat Neurosci, 7, 113-7. 
JOHNSON, S. M., GROSSHANS, H., SHINGARA, J., BYROM, M., JARVIS, R., 
CHENG, A., LABOURIER, E., REINERT, K. L., BROWN, D. & SLACK, F. J. 
2005. RAS is regulated by the let-7 microRNA family. Cell, 120, 635-47. 
KAPLAN, S. S. 2001. Clinical utility of bilateral whole-breast US in the evaluation of 
women with dense breast tissue. Radiology, 221, 641-9. 
KELLER, A., LUDWIG, N., COMTESSE, N., HILDEBRANDT, A., MEESE, E. & 
LENHOF, H. P. 2006. A minimally invasive multiple marker approach allows 
highly efficient detection of meningioma tumors. BMC Bioinformatics, 7, 539. 
KEY, T. J. & PIKE, M. C. 1988. The role of oestrogens and progestagens in the 
epidemiology and prevention of breast cancer. Eur J Cancer Clin Oncol, 24, 
29-43. 
KONG, W., ZHAO, J. J., HE, L. & CHENG, J. Q. 2009. Strategies for profiling 
microRNA expression. J Cell Physiol, 218, 22-5. 
- 59 - 
 
KOSAKA, N., IGUCHI, H. & OCHIYA, T. 2010. Circulating microRNA in body fluid: a 
new potential biomarker for cancer diagnosis and prognosis. Cancer Sci, 101, 
2087-92. 
KOSTERS, J. P. & GOTZSCHE, P. C. 2003. Regular self-examination or clinical 
examination for early detection of breast cancer. Cochrane Database Syst 
Rev, CD003373. 
KOZOMARA, A. & GRIFFITHS-JONES, S. 2011. miRBase: integrating microRNA 
annotation and deep-sequencing data. Nucleic Acids Res, 39, D152-7. 
KRICHEVSKY, A. M., KING, K. S., DONAHUE, C. P., KHRAPKO, K. & KOSIK, K. S. 
2003. A microRNA array reveals extensive regulation of microRNAs during 
brain development. RNA, 9, 1274-81. 
KRIEGE, M., BREKELMANS, C. T., BOETES, C., BESNARD, P. E., ZONDERLAND, 
H. M., OBDEIJN, I. M., MANOLIU, R. A., KOK, T., PETERSE, H., TILANUS-
LINTHORST, M. M., MULLER, S. H., MEIJER, S., OOSTERWIJK, J. C., 
BEEX, L. V., TOLLENAAR, R. A., DE KONING, H. J., RUTGERS, E. J. & 
KLIJN, J. G. 2004. Efficacy of MRI and mammography for breast-cancer 
screening in women with a familial or genetic predisposition. N Engl J Med, 
351, 427-37. 
KUHL, C. K. 2007. Current status of breast MR imaging. Part 2. Clinical applications. 
Radiology, 244, 672-91. 
KUHL, C. K., SCHRADING, S., BIELING, H. B., WARDELMANN, E., LEUTNER, C. 
C., KOENIG, R., KUHN, W. & SCHILD, H. H. 2007. MRI for diagnosis of pure 
ductal carcinoma in situ: a prospective observational study. Lancet, 370, 485-
92. 
LAGOS-QUINTANA, M., RAUHUT, R., YALCIN, A., MEYER, J., LENDECKEL, W. & 
TUSCHL, T. 2002. Identification of tissue-specific microRNAs from mouse. 
Curr Biol, 12, 735-9. 
- 60 - 
 
LEE, C. H., SMITH, R. C., LEVINE, J. A., TROIANO, R. N. & TOCINO, I. 1999. 
Clinical usefulness of MR imaging of the breast in the evaluation of the 
problematic mammogram. AJR Am J Roentgenol, 173, 1323-9. 
LEE, R. C., FEINBAUM, R. L. & AMBROS, V. 1993. The C. elegans heterochronic 
gene lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell, 
75, 843-54. 
LEE, Y., KIM, M., HAN, J., YEOM, K. H., LEE, S., BAEK, S. H. & KIM, V. N. 2004. 
MicroRNA genes are transcribed by RNA polymerase II. EMBO J, 23, 4051-
60. 
LEIDINGER, P., KELLER, A., BORRIES, A., REICHRATH, J., RASS, K., JAGER, S. 
U., LENHOF, H. P. & MEESE, E. 2010. High-throughput miRNA profiling of 
human melanoma blood samples. BMC Cancer, 10, 262. 
LEIDNER, R. S., LI, L. & THOMPSON, C. L. 2013. Dampening enthusiasm for 
circulating microRNA in breast cancer. PLoS One, 8, e57841. 
LENG, R., ZHA, L. & TANG, L. 2014. MiR-718 represses VEGF and inhibits ovarian 
cancer cell progression. FEBS Lett, 588, 2078-86. 
LENNER, P., WIKLUND, F., EMDIN, S. O., ARNERLOV, C., EKLUND, C., 
HALLMANS, G., ZENTGRAF, H. & DILLNER, J. 1999. Serum antibodies 
against p53 in relation to cancer risk and prognosis in breast cancer: a 
population-based epidemiological study. Br J Cancer, 79, 927-32. 
LEVENSON, V. V. 2007. Biomarkers for early detection of breast cancer: what, 
when, and where? Biochim Biophys Acta, 1770, 847-56. 
LEWIN, J. M., D'ORSI, C. J., HENDRICK, R. E., MOSS, L. J., ISAACS, P. K., 
KARELLAS, A. & CUTTER, G. R. 2002. Clinical comparison of full-field digital 
mammography and screen-film mammography for detection of breast cancer. 
AJR Am J Roentgenol, 179, 671-7. 
- 61 - 
 
LEWIS, B. P., BURGE, C. B. & BARTEL, D. P. 2005. Conserved seed pairing, often 
flanked by adenosines, indicates that thousands of human genes are 
microRNA targets. Cell, 120, 15-20. 
LI, J., SMYTH, P., FLAVIN, R., CAHILL, S., DENNING, K., AHERNE, S., 
GUENTHER, S. M., O'LEARY, J. J. & SHEILS, O. 2007. Comparison of 
miRNA expression patterns using total RNA extracted from matched samples 
of formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) cells and snap frozen cells. BMC 
Biotechnol, 7, 36. 
LI, J., ZHANG, Z., ROSENZWEIG, J., WANG, Y. Y. & CHAN, D. W. 2002. 
Proteomics and bioinformatics approaches for identification of serum 
biomarkers to detect breast cancer. Clin Chem, 48, 1296-304. 
LI, W. & RUAN, K. 2009. MicroRNA detection by microarray. Anal Bioanal Chem, 
394, 1117-24. 
LIU, C. G., CALIN, G. A., MELOON, B., GAMLIEL, N., SEVIGNANI, C., FERRACIN, 
M., DUMITRU, C. D., SHIMIZU, M., ZUPO, S., DONO, M., ALDER, H., 
BULLRICH, F., NEGRINI, M. & CROCE, C. M. 2004. An oligonucleotide 
microchip for genome-wide microRNA profiling in human and mouse tissues. 
Proc Natl Acad Sci U S A, 101, 9740-4. 
LIU, C. G., CALIN, G. A., VOLINIA, S. & CROCE, C. M. 2008a. MicroRNA 
expression profiling using microarrays. Nat Protoc, 3, 563-78. 
LIU, C. G., SPIZZO, R., CALIN, G. A. & CROCE, C. M. 2008b. Expression profiling of 
microRNA using oligo DNA arrays. Methods, 44, 22-30. 
LOEHBERG, C. R., HEUSINGER, K., JUD, S. M., HAEBERLE, L., HEIN, A., RAUH, 
C., BANI, M. R., LUX, M. P., SCHRAUDER, M. G., BAYER, C. M., HELBIG, 
C., GROLIK, R., ADAMIETZ, B., SCHULZ-WENDTLAND, R., BECKMANN, M. 
W. & FASCHING, P. A. 2010. Assessment of mammographic density before 
and after first full-term pregnancy. Eur J Cancer Prev, 19, 405-12. 
- 62 - 
 
LONGNECKER, M. P. 1994. Alcoholic beverage consumption in relation to risk of 
breast cancer: meta-analysis and review. Cancer Causes Control, 5, 73-82. 
LU, J., GETZ, G., MISKA, E. A., ALVAREZ-SAAVEDRA, E., LAMB, J., PECK, D., 
SWEET-CORDERO, A., EBERT, B. L., MAK, R. H., FERRANDO, A. A., 
DOWNING, J. R., JACKS, T., HORVITZ, H. R. & GOLUB, T. R. 2005. 
MicroRNA expression profiles classify human cancers. Nature, 435, 834-8. 
LUJAMBIO, A. & ESTELLER, M. 2007. CpG island hypermethylation of tumor 
suppressor microRNAs in human cancer. Cell Cycle, 6, 1455-9. 
MALEK, D. & RABE, P. 2008-2009. Evaluationsbericht Kooperationsgemeinschaft 
Mammographie. 
MATTIE, M. D., BENZ, C. C., BOWERS, J., SENSINGER, K., WONG, L., SCOTT, G. 
K., FEDELE, V., GINZINGER, D., GETTS, R. & HAQQ, C. 2006. Optimized 
high-throughput microRNA expression profiling provides novel biomarker 
assessment of clinical prostate and breast cancer biopsies. Mol Cancer, 5, 24. 
MELNIKOV, A. A., GARTENHAUS, R. B., LEVENSON, A. S., MOTCHOULSKAIA, N. 
A. & LEVENSON CHERNOKHVOSTOV, V. V. 2005. MSRE-PCR for analysis 
of gene-specific DNA methylation. Nucleic Acids Res, 33, e93. 
METIAS, S. M., LIANIDOU, E. & YOUSEF, G. M. 2009. MicroRNAs in clinical 
oncology: at the crossroads between promises and problems. J Clin Pathol, 
62, 771-6. 
MICHAEL, M. Z., SM, O. C., VAN HOLST PELLEKAAN, N. G., YOUNG, G. P. & 
JAMES, R. J. 2003. Reduced accumulation of specific microRNAs in 
colorectal neoplasia. Mol Cancer Res, 1, 882-91. 
MIKI, Y., SWENSEN, J., SHATTUCK-EIDENS, D., FUTREAL, P. A., HARSHMAN, 
K., TAVTIGIAN, S., LIU, Q., COCHRAN, C., BENNETT, L. M., DING, W. & ET 
AL. 1994. A strong candidate for the breast and ovarian cancer susceptibility 
gene BRCA1. Science, 266, 66-71. 
- 63 - 
 
MISEK, D. E. & KIM, E. H. 2011. Protein biomarkers for the early detection of breast 
cancer. Int J Proteomics, 2011, 343582. 
MITCHELL, P. S., PARKIN, R. K., KROH, E. M., FRITZ, B. R., WYMAN, S. K., 
POGOSOVA-AGADJANYAN, E. L., PETERSON, A., NOTEBOOM, J., 
O'BRIANT, K. C., ALLEN, A., LIN, D. W., URBAN, N., DRESCHER, C. W., 
KNUDSEN, B. S., STIREWALT, D. L., GENTLEMAN, R., VESSELLA, R. L., 
NELSON, P. S., MARTIN, D. B. & TEWARI, M. 2008. Circulating microRNAs 
as stable blood-based markers for cancer detection. Proc Natl Acad Sci U S A, 
105, 10513-8. 
MOLINA, R., AUGE, J. M., ESCUDERO, J. M., FILELLA, X., ZANON, G., PAHISA, 
J., FARRUS, B., MUNOZ, M. & VELASCO, M. 2010. Evaluation of tumor 
markers (HER-2/neu oncoprotein, CEA, and CA 15.3) in patients with 
locoregional breast cancer: prognostic value. Tumour Biol, 31, 171-80. 
MORTON, M. J., WHALEY, D. H., BRANDT, K. R. & AMRAMI, K. K. 2006. Screening 
mammograms: interpretation with computer-aided detection--prospective 
evaluation. Radiology, 239, 375-83. 
MULJO, S. A., ANSEL, K. M., KANELLOPOULOU, C., LIVINGSTON, D. M., RAO, A. 
& RAJEWSKY, K. 2005. Aberrant T cell differentiation in the absence of Dicer. 
J Exp Med, 202, 261-9. 
NUNES, L. W., SCHNALL, M. D., SIEGELMAN, E. S., LANGLOTZ, C. P., OREL, S. 
G., SULLIVAN, D., MUENZ, L. A., REYNOLDS, C. A. & TOROSIAN, M. H. 
1997. Diagnostic performance characteristics of architectural features 
revealed by high spatial-resolution MR imaging of the breast. AJR Am J 
Roentgenol, 169, 409-15. 
O'CARROLL, D., MECKLENBRAUKER, I., DAS, P. P., SANTANA, A., KOENIG, U., 
ENRIGHT, A. J., MISKA, E. A. & TARAKHOVSKY, A. 2007. A Slicer-
independent role for Argonaute 2 in hematopoiesis and the microRNA 
pathway. Genes Dev, 21, 1999-2004. 
- 64 - 
 
PASQUINELLI, A. E., REINHART, B. J., SLACK, F., MARTINDALE, M. Q., 
KURODA, M. I., MALLER, B., HAYWARD, D. C., BALL, E. E., DEGNAN, B., 
MULLER, P., SPRING, J., SRINIVASAN, A., FISHMAN, M., FINNERTY, J., 
CORBO, J., LEVINE, M., LEAHY, P., DAVIDSON, E. & RUVKUN, G. 2000. 
Conservation of the sequence and temporal expression of let-7 heterochronic 
regulatory RNA. Nature, 408, 86-9. 
PORTER, P. L., EL-BASTAWISSI, A. Y., MANDELSON, M. T., LIN, M. G., KHALID, 
N., WATNEY, E. A., COUSENS, L., WHITE, D., TAPLIN, S. & WHITE, E. 
1999. Breast tumor characteristics as predictors of mammographic detection: 
comparison of interval- and screen-detected cancers. J Natl Cancer Inst, 91, 
2020-8. 
RAEDLE, J., OREMEK, G., WELKER, M., ROTH, W. K., CASPARY, W. F. & 
ZEUZEM, S. 1996. p53 autoantibodies in patients with pancreatitis and 
pancreatic carcinoma. Pancreas, 13, 241-6. 
RAHN, J. J., DABBAGH, L., PASDAR, M. & HUGH, J. C. 2001. The importance of 
MUC1 cellular localization in patients with breast carcinoma: an 
immunohistologic study of 71 patients and review of the literature. Cancer, 91, 
1973-82. 
RAZA, S., CHIKARMANE, S. A., NEILSEN, S. S., ZORN, L. M. & BIRDWELL, R. L. 
2008. BI-RADS 3, 4, and 5 lesions: value of US in management--follow-up and 
outcome. Radiology, 248, 773-81. 
REINHART, B. J., SLACK, F. J., BASSON, M., PASQUINELLI, A. E., BETTINGER, 
J. C., ROUGVIE, A. E., HORVITZ, H. R. & RUVKUN, G. 2000. The 21-
nucleotide let-7 RNA regulates developmental timing in Caenorhabditis 
elegans. Nature, 403, 901-6. 
ROBERT KOCH-INSTITUT & UND DIE GESELLSCHAFT DER 
EPIDEMIOLOGISCHEN KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND 2012. Krebs 
in Deutschland 2007/2008. 
- 65 - 
 
ROSEN, E. L., TURKINGTON, T. G., SOO, M. S., BAKER, J. A. & COLEMAN, R. E. 
2005. Detection of primary breast carcinoma with a dedicated, large-field-of-
view FDG PET mammography device: initial experience. Radiology, 234, 527-
34. 
RUSSO, J., TAY, L. K. & RUSSO, I. H. 1982. Differentiation of the mammary gland 
and susceptibility to carcinogenesis. Breast Cancer Res Treat, 2, 5-73. 
SCHENA, M., SHALON, D., DAVIS, R. W. & BROWN, P. O. 1995. Quantitative 
monitoring of gene expression patterns with a complementary DNA 
microarray. Science, 270, 467-70. 
SCHMITTGEN, T. D., JIANG, J., LIU, Q. & YANG, L. 2004. A high-throughput 
method to monitor the expression of microRNA precursors. Nucleic Acids Res, 
32, e43. 
SCHMITTGEN, T. D., LEE, E. J., JIANG, J., SARKAR, A., YANG, L., ELTON, T. S. & 
CHEN, C. 2008. Real-time PCR quantification of precursor and mature 
microRNA. Methods, 44, 31-8. 
SCHMITTGEN, T. D. & LIVAK, K. J. 2008. Analyzing real-time PCR data by the 
comparative C(T) method. Nat Protoc, 3, 1101-8. 
SCHRAUDER, M. G., STRICK, R., SCHULZ-WENDTLAND, R., STRISSEL, P. L., 
KAHMANN, L., LOEHBERG, C. R., LUX, M. P., JUD, S. M., HARTMANN, A., 
HEIN, A., BAYER, C. M., BANI, M. R., RICHTER, S., ADAMIETZ, B. R., 
WENKEL, E., RAUH, C., BECKMANN, M. W. & FASCHING, P. A. 2012. 
Circulating micro-RNAs as potential blood-based markers for early stage 
breast cancer detection. PLoS One, 7, e29770. 
SCHULZ-WENDTLAND, R., HERMANN, K. P., WACKER, T. & BAUTZ, W. 2008. 
[Current situation and future perspectives of digital mammography]. 
Radiologe, 48, 324-34. 
 
- 66 - 
 
SHINGARA, J., KEIGER, K., SHELTON, J., LAOSINCHAI-WOLF, W., POWERS, P., 
CONRAD, R., BROWN, D. & LABOURIER, E. 2005. An optimized isolation 
and labeling platform for accurate microRNA expression profiling. RNA, 11, 
1461-70. 
SINGH, S. K., PAL BHADRA, M., GIRSCHICK, H. J. & BHADRA, U. 2008. 
MicroRNAs--micro in size but macro in function. FEBS J, 275, 4929-44. 
SKAANE, P. & SKJENNALD, A. 2004. Screen-film mammography versus full-field 
digital mammography with soft-copy reading: randomized trial in a population-
based screening program--the Oslo II Study. Radiology, 232, 197-204. 
SOUSSI, T. 2000. p53 Antibodies in the sera of patients with various types of cancer: 
a review. Cancer Res, 60, 1777-88. 
SUTTON, M. A. & SCHUMAN, E. M. 2006. Dendritic protein synthesis, synaptic 
plasticity, and memory. Cell, 127, 49-58. 
TABAR, L., VITAK, B., CHEN, H. H., YEN, M. F., DUFFY, S. W. & SMITH, R. A. 
2001. Beyond randomized controlled trials: organized mammographic 
screening substantially reduces breast carcinoma mortality. Cancer, 91, 1724-
31. 
TAFRA, L. 2007. Positron Emission Tomography (PET) and Mammography (PEM) 
for breast cancer: importance to surgeons. Ann Surg Oncol, 14, 3-13. 
TAKAMIZAWA, J., KONISHI, H., YANAGISAWA, K., TOMIDA, S., OSADA, H., 
ENDOH, H., HARANO, T., YATABE, Y., NAGINO, M., NIMURA, Y., 
MITSUDOMI, T. & TAKAHASHI, T. 2004. Reduced expression of the let-7 
microRNAs in human lung cancers in association with shortened postoperative 
survival. Cancer Res, 64, 3753-6. 
THOMSON, J. M., NEWMAN, M., PARKER, J. S., MORIN-KENSICKI, E. M., 
WRIGHT, T. & HAMMOND, S. M. 2006. Extensive post-transcriptional 
regulation of microRNAs and its implications for cancer. Genes Dev, 20, 2202-
7. 
- 67 - 
 
TRAVIS, R. C., REEVES, G. K., GREEN, J., BULL, D., TIPPER, S. J., BAKER, K., 
BERAL, V., PETO, R., BELL, J., ZELENIKA, D. & LATHROP, M. 2010. Gene-
environment interactions in 7610 women with breast cancer: prospective 
evidence from the Million Women Study. Lancet, 375, 2143-51. 
VAINIO, H., KAAKS, R. & BIANCHINI, F. 2002. Weight control and physical activity in 
cancer prevention: international evaluation of the evidence. Eur J Cancer 
Prev, 11 Suppl 2, S94-100. 
VALOCZI, A., HORNYIK, C., VARGA, N., BURGYAN, J., KAUPPINEN, S. & 
HAVELDA, Z. 2004. Sensitive and specific detection of microRNAs by 
northern blot analysis using LNA-modified oligonucleotide probes. Nucleic 
Acids Res, 32, e175. 
VAN GOETHEM, M., SCHELFOUT, K., KERSSCHOT, E., COLPAERT, C., 
VERSLEGERS, I., BILTJES, I., TJALMA, W. A., WEYLER, J. & DE 
SCHEPPER, A. 2004. Enhancing area surrounding breast carcinoma on MR 
mammography: comparison with pathological examination. Eur Radiol, 14, 
1363-70. 
VAPNIK, V. N. 1999. An overview of statistical learning theory. IEEE Trans Neural 
Netw, 10, 988-99. 
VORWERK, S., GANTER, K., CHENG, Y., HOHEISEL, J., STAHLER, P. F. & 
BEIER, M. 2008. Microfluidic-based enzymatic on-chip labeling of miRNAs. N 
Biotechnol, 25, 142-9. 
WARNER, E., PLEWES, D. B., SHUMAK, R. S., CATZAVELOS, G. C., DI 
PROSPERO, L. S., YAFFE, M. J., GOEL, V., RAMSAY, E., CHART, P. L., 
COLE, D. E., TAYLOR, G. A., CUTRARA, M., SAMUELS, T. H., MURPHY, J. 
P., MURPHY, J. M. & NAROD, S. A. 2001. Comparison of breast magnetic 
resonance imaging, mammography, and ultrasound for surveillance of women 
at high risk for hereditary breast cancer. J Clin Oncol, 19, 3524-31. 
 
- 68 - 
 
WOOSTER, R., BIGNELL, G., LANCASTER, J., SWIFT, S., SEAL, S., MANGION, J., 
COLLINS, N., GREGORY, S., GUMBS, C. & MICKLEM, G. 1995. 
Identification of the breast cancer susceptibility gene BRCA2. Nature, 378, 
789-92. 
WU, F., YANG, Z. & LI, G. 2009. Role of specific microRNAs for endothelial function 
and angiogenesis. Biochem Biophys Res Commun, 386, 549-53. 
YANG, W. J., YANG, D. D., NA, S., SANDUSKY, G. E., ZHANG, Q. & ZHAO, G. 
2005. Dicer is required for embryonic angiogenesis during mouse 
development. J Biol Chem, 280, 9330-5. 
YI, R., QIN, Y., MACARA, I. G. & CULLEN, B. R. 2003. Exportin-5 mediates the 
nuclear export of pre-microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev, 17, 
3011-6. 
YU, J., QIU, X., SHEN, X., SHI, W., WU, X., GU, G., ZHU, B. & JU, S. 2014. miR-202 
expression concentration and its clinical significance in the serum of multiple 
myeloma patients. Ann Clin Biochem, 51, 543-9. 
ZANGAR, R. C., VARNUM, S. M., COVINGTON, C. Y. & SMITH, R. D. 2004. A 
rational approach for discovering and validating cancer markers in very small 
samples using mass spectrometry and ELISA microarrays. Dis Markers, 20, 
135-48. 
ZHAN, M., MILLER, C. P., PAPAYANNOPOULOU, T., STAMATOYANNOPOULOS, 
G. & SONG, C. Z. 2007. MicroRNA expression dynamics during murine and 
human erythroid differentiation. Exp Hematol, 35, 1015-25. 
ZHANG, B., PAN, X., COBB, G. P. & ANDERSON, T. A. 2007. microRNAs as 
oncogenes and tumor suppressors. Dev Biol, 302, 1-12. 
ZHANG, Y., ZHENG, D., XIONG, Y., XUE, C., CHEN, G., YAN, B. & YE, Q. 2014. 
miR-202 suppresses cell proliferation in human hepatocellular carcinoma by 
downregulating LRP6 post-transcriptionally. FEBS Lett, 588, 1913-20. 
- 69 - 
 
ZHAO, H., SHEN, J., MEDICO, L., WANG, D., AMBROSONE, C. B. & LIU, S. 2010. 
A pilot study of circulating miRNAs as potential biomarkers of early stage 
breast cancer. PLoS One, 5, e13735. 
 
